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Zusammenfassung
Tocopherole und Plastochinon-9 sind typische Prenyllipide photosynthetisch aktiver
Organismen. Der erste Schritt in der Biosynthese dieser Verbindungen wird
durch Homogentisat-Prenyltransferasen katalysiert, die bei Pflanzen in der inneren
Hu¨llmembran der Plastiden lokalisiert sind. Diese Enzyme nutzen Homogentisat vom
Shikimat-Weg und Prenylpyrophosphate vom Mevalonat-unabha¨ngigen Isoprenoid-Weg
als Substrate und katalysieren die Decarboxylierung und Prenylierung von Homogentisat.
Wa¨hrend die Kondensation von Homogentisat mit Phytylpyrophosphat zur Bildung
der Tocopherol-Vorstufe fu¨hrt, entsteht durch die Prenylierung von Homogentisat mit
Solanesylpyrophosphat die Vorstufe fu¨r Plastochinon-9.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden vier Sequenzen fu¨r Prenyltransferasen, ein
Gen aus Synechocystis sp., zwei cDNAs aus Arabidopsis thaliana und eine cDNA aus
Chlamydomonas reinhardtii , kloniert. Die Sequenzen kodieren fu¨r hydrophobe Proteine
mit wahrscheinlich mehreren Transmembrandoma¨nen. Im Unterschied zum Synecho-
cystis–Enzym verfu¨gen die eukaryoten Proteine zusa¨tzlich u¨ber plastida¨re Zielsteuerungs-
sequenzen. Die vergleichende Analyse der abgeleiteten Aminosa¨uresequenzen deckte ge-
meinsame Motive der Prenyltransferasen auf. Daraus ging auch hervor, dass von den bei-
den Arabidopsis-Proteinen eines ho¨here A¨hnlichkeit mit dem Synechocystis-Enzym zeigt
und das andere ho¨chste U¨bereinstimmungen mit dem Chlamydomonas-Enzym aufweist.
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Durch funktionale Expressionsstudien in Escherichia coli gelang es, die katalytische Akti-
vita¨t der Enzyme in den bakteriellen Membranen nachzuweisen und die Prenyltransferasen
hinsichtlich ihrer Eigenschaften zu charakterisieren. Alle Enzyme nutzten spezifisch Homo-
gentisat als Prenylakzeptor, sie unterschieden sich aber in ihren Prenylpyrophosphat-
Spezifita¨ten. Sowohl das Synechocystis– als auch ein Arabidopsis–Enzym erwiesen sich
als spezifisch fu¨r Phytylpyrophosphat und katalysieren demnach den ersten Schritt im
Tocopherol-Biosyntheseweg. Das Chlamydomonas– und das zweite Arabidopsis–Enzym
zeigten dagegen ho¨chste Aktivita¨ten mit Solanesylpyrophosphat und waren mit Phytyl-
pyrophosphat kaum aktiv, was darauf hindeutete, dass diese Prenyltransferasen nicht an
der Tocopherol- sondern an der Plastochinon-9-Biosynthese beteiligt sind.
Die Funktion des Synechocystis–Enzyms wurde durch die Entwicklung und Analyse einer
Synechocystis–Mutante besta¨tigt, in der das Gen fu¨r die Homogentisat-Phytyltransferase
durch die Insertion einer Antibiotikum-Resistenzgen-Kassette unterbrochen wurde, was
zur vollsta¨ndigen Inaktivierung der Tocopherol-Synthese fu¨hrte.
Repra¨sentativ fu¨r die eukaryotischen Homogentisat-Prenyltransferasen wurden mit
den Arabidopsis-cDNAs Expressionsstudien in transgenen Pflanzen durchgefu¨hrt,
um Effekte auf die Prenyllipid-Gehalte zu untersuchen. Die Ergebnisse spie-
geln die durch Enzymtests ermittelten Substratspezifita¨ten wider. So ist es
durch die Expression der fu¨r die Homogentisat-Phytyltransferase kodierenden Se-
quenz in Kombination mit cDNA-Sequenzen fu¨r eine Hydroxyphenylpyruvat-
Dioxygenase und eine Cyclase gelungen, den Tocopherol-Gehalt in Sameno¨len trans-
gener Rapspflanzen auf das 2,4fache zu steigern. Die U¨berexpression des zwei-
ten Arabidopsis-Gens fu¨hrte dagegen in transgenen Arabidopsis–Pflanzen zu einer
signifikanten Erho¨hung des Plastochinon-9-Gehalts, stimulierte aber vermutlich u¨ber
indirekte Mechanismen auch die Tocopherol-Biosynthese. Diese Daten lieferten somit
weitere Hinweise fu¨r eine enge Interaktion zwischen den Prenyllipid-Biosynthesewegen
in Pflanzen.
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Summary
Tocopherols and plastoquinone-9 are characteristic prenyllipids of photosynthetic orga-
nisms. In plants, the first committed step in the biosynthesis of these compounds is ca-
talyzed by homogentisate prenyltransferases located in the inner envelope membranes of
chloroplasts. These enzymes use homogentisate derived from the shikimate pathway and
prenyl diphosphates synthesized via the plastidial non-mevalonate isoprenoid pathway as
substrates and catalyze the decarboxylation and prenylation of homogentisate. The con-
densation of homogentisate and phytyl diphosphate provides the precursor for the formati-
on of tocopherols, while prenylation with solanesyl diphosphate results in plastoquinone-9
biosynthesis.
Within the scope of the present thesis, four prenyltransferase sequences were cloned,
one from Synechocystis sp., two cDNAs from Arabidopsis thaliana and one cDNA from
Chlamydomonas reinhardtii. The sequences encode hydrophobic proteins with several pu-
tative transmembrane domains. For the eucaryotic proteins, N-terminal plastidial transit
peptides were predicted. The alignment of the amino acid sequences revealed conserved
prenyltransferase motifs. In addition, these analyses showed that one Arabidopsis protein
possesses higher homology to the Synechocystis enzyme whereas the other shares highest
similarities with the Chlamydomonas enzyme.
By functional expression studies in Escherichia coli, the catalytical activities of these en-
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zymes in bacterial membranes were demonstrated and the prenyltransferases were further
characterized. All enzymes accepted homogentisate as substrate but they differed in their
prenyl diphosphate specificities. The Synechocystis enzyme as well as one Arabidopsis pre-
nyltransferase specifically utilized phytyl diphosphate as prenyl donor and thus catalyzed
the first step in tocopherol biosynthesis. In contrast, the Chlamydomonas enzyme and
the second Arabidopsis enzyme reached highest activities with solanesyl diphosphate and
were hardly active with phytyl diphosphate indicating that these prenyltransferases are
involved in plastoquinone-9 biosynthesis.
The in vivo function of the Synechocystis enzyme was confirmed by the development and
analysis of a Synechocystis mutant in which the homogentisate prenyltransferase gene was
disrupted by the insertion of an antibiotic resistance gene leading to complete inactivation
of tocopherol synthesis.
In order to study the effects of eucaryotic prenyltransferases on prenyllipid biosynthesis,
transgenic plants expressing the Arabidopsis cDNAs were developed. The results are con-
sistent with the substrate specificities determined by enzymic assays. Expression of the
homogentisate phytyltransferase gene in combination with genes for hydroxyphenylpyru-
vate dioxygenase and cyclase resulted in a 2.4 fold increase of tocopherol levels in seed
oils of transgenic rapeseed plants in comparison to wild type plants. Overexpression of
the second Arabidopsis gene in transgenic Arabidopsis plants led to a significant increase
in plastoquinone-9 content but stimulated probably via indirect mechanisms tocopherol
biosynthesis, too. Hence, these data provided further indications for a close interaction
between the prenyllipid biosynthesis pathways in plants.
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Kapitel 1
Einleitung
Vitamin E und Plastochinon-9 (PQ-9) sind charakteristische Prenyllipide der Cyano-
bakterien und Pflanzen. Unter der Bezeichnung Vitamin E werden die Tocopherole
und die Tocotrienole zusammengefasst (Abbildung 1.1). Sie sind aus einer polaren
Chromanol-Kopfgruppe und einer hydrophoben Prenylseitenkette aufgebaut und werden
HO
3O
R1
R2
R1
R2
HO
3O
Tocopherol
Tocotrienol
Plastochinon-9
HO
OH
9
R1
R2
Abbildung 1.1: Struktur von Tocopherolen, Tocotrienolen und Plastochinon-9 (PQ-9).
Vitamin-E-Verbindungen werden aufgrund der Methylgruppen in den Positionen R1 und R2
in α- (R1: -CH3, R2: -CH3), β– (R1: -CH3, R2: -H), γ- (R1: -H, R2: -CH3) oder δ-Form (R1: -H,
R2: -H) unterschieden. Plastochinon-9 (R1: -H, R2: -CH3) ist als Hydrochinon dargestellt und
weist am aromatischen Ring ein Methylierungsmuster wie die γ-Tocochromanole auf.
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aufgrund der aromatischen Kopfgruppe auch Tocochromanole genannt. Tocopherole und
Tocotrienole differieren im Sa¨ttigungsgrad des isoprenoiden Schwanzes, der diese Sub-
stanzen in Biomembranen verankert. Je nach Anzahl und Position der Methylgruppen
am Chromanol-Ring werden α-, β-, γ- und δ-Tocochromanole unterschieden. Wie bei
Vitamin E ist bei PQ-9 eine aromatische Kopfgruppe prenyliert (Abbildung 1.1). Die
ungesa¨ttigte Seitenkette ist mit 45 Kohlenstoffatomen jedoch deutlich la¨nger als bei den
Tocotrienolen und kann an unterschiedlichen Positionen in der Prenylgruppe hydroxyliert
oder verestert sein [20, 6]. Die Vorstufen fu¨r die Synthese dieser Prenyllipide stammen in
Pflanzen vom Shikimat- und vom Isoprenoid-Weg in den Plastiden.
1.1 Vorstufen fu¨r Vitamin E und PQ-9
1.1.1 Die Biosynthese von Homogentisat
Der Shikimat-Weg liefert ausgehend von Phosphoenolpyruvat aus der Glykolyse und
Erythrose-5-phosphat aus dem Pentosephosphat-Weg nach Abfolge von sieben Reaktions-
schritten Chorismat, das als Vorstufe fu¨r die Synthese von Homogentisat (Abbildung 1.2),
der gemeinsamen aromatischen Vorstufe von Vitamin E und PQ-9, aber auch fu¨r die
Synthese von aromatischen Aminosa¨uren, Ubichinonen (Coenzym Q) und Phyllochinon
(Vitamin K1) dient [55].
Eine Chorismat-Mutase [28, 105] katalysiert die intramolekulare Umlagerung
der Enolpyruvyl-Seitenkette von Chorismat zur Bildung von Prephenat, das
durch die sequenziellen Aktivita¨ten von Prephenat-Aminotransferase [9, 10] und
Arogenat-Dehydrogenase [11, 130, 131] zu Tyrosin umgesetzt wird. Das Enzym
Tyrosinaminotransferase katalysiert die Synthese von 4-Hydroxyphenylpyruvat [96].
Fu¨r Arabidopsis thaliana sind zwei Arogenat-Dehydrogenasen TyrAAT1 und TyrAAT2
bekannt, wobei TyrAAT2 in vitro auch u¨ber eine schwache Prephenat-Dehydrogenase-
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Abbildung 1.2: Homogentisat-Biosynthese in ho¨heren Pflanzen ausgehend von Chorismat
(1 Chorismat-Mutase; 2 Prephenat-Aminotransferase; 3 Arogenat-Dehydrogenase; 4 Tyrosin-
aminotransferase; 5 Prephenat-Dehydrogenase; 6 Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase, HPD).
Aktivita¨t verfu¨gt und somit Prephenat direkt zu HPP umsetzen kann [131]. Inwiefern
dieser alternative Weg in vivo zur Bildung von 4-Hydroxyphenylpyruvat beitra¨gt, ist nicht
bekannt. In Synechocystis sp. und anderen Cyanobakterien sowie einigen Algen konnte
eine Prephenat-Dehydrogenase-Aktivita¨t nicht nachgewiesen werden [11]. Im letzten
Schritt wird 4-Hydroxyphenylpyruvat durch eine Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase
(HPD) im Cytosol schließlich zu Homogentisat umgesetzt [39]. Diese Reaktion ist in
Pflanzen und den meisten aeroben Lebensformen auch fu¨r den Katabolismus aromati-
scher Aminosa¨uren von Bedeutung. Im Gegensatz zu den homotetrameren Enzymen aus
prokaryotischen Organismen, handelt es sich bei den in Eukaryoten aktiven HPDs um Ho-
modimere [38]. Eine Mutation im HPD-Gen kann in ho¨heren Pflanzen, wie fu¨r die Arabi-
dopsis-Mutante pds1 (fu¨r phytoene desaturation 1 ) beschrieben [111], zu einem Albino-
Pha¨notyp und zum vollsta¨ndigen Verlust von Tocopherolen und PQ-9 fu¨hren. Da PQ-9
neben seiner Funktion in der plastida¨ren Elektronentransportkette auch als Cofaktor fu¨r
die Phytoen-Desaturierung beno¨tigt wird, fehlen in der pds1 -Mutante Carotinoide [111].
Dieser Pha¨notyp tritt außerdem bei Pflanzen auf, die mit bestimmten Herbiziden, spezi-
7
1. EINLEITUNG
fischen Inhibitoren der HPD, behandelt wurden [145, 100, 165]. U¨berraschenderweise
fu¨hrte die Deletion des Gens slr0090 fu¨r die HPD in Synechocystis sp. PCC 6803 zwar zu
einem vollsta¨ndigen Fehlen von Tocopherolen, beeintra¨chtigte dagegen nicht die Synthese
von PQ-9 [25]. Dies deutet daraufhin, dass das Cyanobakterium PQ-9 auf andere Weise
synthetisieren kann, zumal bisher kein HPD-Isoenzym nachgewiesen wurde. Basierend auf
Genomanalysen ko¨nnte dagegen in Chlamydomonas reinhardtii der Verlust eines HPD-
Gens durch ein zweites homologes Gen kompensiert werden [101]. Die Existenz von HPD-
Isoformen ist bislang in photosynthetischen Organismen wenig untersucht.
1.1.2 Die Biosynthese von Isoprenoiden
In allen Organismen geht die Isoprenoid-Biosynthese von den biologisch aktiven Isopren-
Einheiten Isopentenylpyrophosphat (IPP, 3-Methyl-3-buten-1-ol) und dessen Isomer
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP, 3-Methyl-2-buten-1-ol) aus. In der Natur sind zwei
Wege zur Bildung dieser Isoprenoid-Vorstufen verwirklicht. Der Mevalonat(MVA)-Weg
startet mit der Kondensation von drei Moleku¨len Acetyl-CoA unter Bildung von Mevalo-
nat, dem charakteristischen Intermediat dieses Biosynthesewegs. Zwei aufeinanderfolgende
ATP-abha¨ngige Phosphorylierungen von MVA durch MVA-Kinase und MVA-Phosphat-
Kinase sowie eine Decarboxylierung durch die Pyrophospho-MVA-Decarboxylase fu¨hren
letztlich zur Bildung von IPP, das in einer nachfolgenden Reaktion durch eine IPP-
Isomerase in DMAPP umgewandelt wird.
Lange Zeit galt der MVA-Weg als einziger Weg zur Synthese der biologischen Isopren-
Einheiten. Ein alternativer, MVA-unabha¨ngiger Weg wurde erstmals 1993 von Rohmer
und Mitarbeitern fu¨r Eubakterien beschrieben und konnte in den Folgejahren auch in
mehreren photosynthetischen Organismen, darunter einigen Cyanobakterien, verschiede-
nen Algen, Diatomeen und ho¨heren Pflanzen, nachgewiesen werden [137, 136, 92, 21].
In der Literatur ist dieser alternative IPP-Biosyntheseweg unter verschiedenen Bezeich-
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Abbildung 1.3: Synthese von C5-Isoprenoid-Vorstufen u¨ber den MVA-unabha¨ngigen Weg
(1 DXP-Synthase, 2 DXP-Reduktoisomerase, 3 CDP-ME-Synthase, 4 CDP-ME-Kinase, 5 ME-
cPP-Synthase, 6 HMBPP-Synthase, 7 IPP/DMAPP-Synthase).
nungen zu finden wie Rohmer-Weg, Glycerinaldehyd-3-phosphat/Pyruvat-Weg nach den
Ausgangsverbindungen oder 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat/2-C -Methyl-D-erythritol-4-
phosphat-Weg nach den Intermediaten [134, 135, 133, 33]. Mit Ausnahme der End-
produkte IPP und DMAPP unterscheidet sich dieser Weg vollsta¨ndig vom MVA-
Weg. Die IPP-Biosynthese beginnt mit der Bildung von 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat
(DXP) durch die Aktivita¨t einer DXP-Synthase ausgehend von Glycerinaldehyd-3-
phosphat (G3P) und Pyruvat (Abbildung 1.3). Im zweiten Schritt katalysiert das
Enzym DXP-Reduktoisomerase die Umwandlung von DXP zu 2-C -Methyl-D-erythritol-
4-phosphat (MEP). MEP wird durch eine entsprechende Synthase und eine Kinase
u¨ber Diphosphocytidylmethylerythritol (CDP-ME) in CDP-ME-2-phosphat (CDP-
MEP) umgewandelt. Im fu¨nften Schritt dieses IPP-Biosynthesewegs katalysiert eine
Methyl-D-erythritol-cyclodiphosphat-Synthase die Bildung von Methyl-D-erythritol-
cyclodiphosphat (ME-cPP) [78], das durch eine Hydroxymethylbutenyl-4-diphosphat-
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Synthase anschließend zu Hydroxymethylbutenyl-4-diphosphat (HMBPP) umgesetzt
wird. Im terminalen Schritt verzweigt sich der MVA-unabha¨ngige Weg im Gegensatz zum
MVA-Weg. Eine IPP/DMAPP-Synthase setzt HMBPP direkt zu IPP und DMAPP um [1].
Erst durch die Kondensation von C5-Einheiten entstehen die Kohlenstoffgeru¨ste der
Isoprenoide. Die Synthese von Prenylpyrophosphaten (PrenylPPs) katalysieren Prenyl-
transferasen, wobei die Spezifita¨t des jeweiligen Enzyms die Kettenla¨nge und die Ste-
reochemie des generierten PrenylPP-Produktes bedingt (Abbildung 1.4). Aufgrund ihrer
Stereospezifita¨t werden trans(E )- und cis(Z )-Enzyme unterschieden [113, 170].
IPP
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trans(E)-PrenylPP
P
O
O O
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Abbildung 1.4: Stereospezifische PrenylPP-Synthese durch Prenyltransferasen. Die PrenylPP-
Synthesereaktion startet mit der Bildung eines allylischen Kations nach Elimination eines
Pyrophosphat-Ions von einem PrenylPP wie DMAPP. Die Elongation um eine C5-Einheit erfolgt
durch Addition von IPP an die Allylgruppe, wobei zur Ausbildung einer neuen C–C-Bindung
und einer neuen Doppelbindung stereospezifisch ein Proton entfernt wird.
Viele Organismen verfu¨gen nur u¨ber einen der beiden Wege zur Synthese von IPP
und DMAPP. Archaebakterien, Pilze und Tiere nutzen nur den MVA-Weg [26]. Da-
gegen synthetisiert die Mehrheit der Eubakterien die Isoprenoid-Vorstufen u¨ber den
MVA-unabha¨ngigen Weg. Cyanobakterien und Algen (Chlorophyta), wie zum Beispiel
Chlamydomonas reinhardtii, nutzen ebenfalls den MVA-unabha¨ngigen Weg zur Synthese
ihrer Isoprenoide. Mo¨glicherweise gibt es in Cyanobakterien daru¨ber hinaus alternative
Wege zur Isoprenoid-Biosynthese [31, 122].
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In ho¨heren Pflanzen existieren beide Wege zur Bildung von IPP und DMAPP in zwei
verschiedenen Kompartimenten. So liefert der MVA-Weg am Endoplasmatisches Retiku-
lum (ER) unter anderem die Vorstufen fu¨r die Synthese von Sterolen, Brassinosteroiden
(Steroid-Hormone), Dolichol (Protein-Glykosilierung), Ubichinonen, Cytokine und fu¨r die
Prenylierung von Proteinen mit Farnesyl(C15)- und Geranylgeranyl(C20)resten, wa¨hrend
der in Plastiden lokalisierte MVA-unabha¨ngige Weg unter anderem zur Herstellung von
Isopren, Hormonen (Abscisinsa¨ure, Gibberelline), Carotinoiden, Chlorophyllen, Plastochi-
nonen, Plastochromanol-8, Phyllochinon (Vitamin K1) und Vitamin E dient. Trotz dieser
Kompartimentierung kann aus dem MVA-Weg hervorgegangenes IPP fu¨r die plastida¨re
Isoprenoid-Synthese genutzt werden und umgekehrt C5-Produkte des MVA-unabha¨ngigen
Wegs fu¨r die Isoprenoid-Synthese im Cytosol [54, 90, 8]. Mo¨glicherweise ko¨nnen auch Pre-
nylPPs wie Geranyl(C10)pyrophosphat, Farnesyl(C15)pyrophosphat (FPP) und Geranyl-
geranyl(C20)pyrophosphat (GGPP) zwischen Plastiden und Cytosol ausgetauscht wer-
den [54, 8]. Die biologische Bedeutung und die Regulation dieser Interaktionen sind noch
unverstanden.
Es hat sich gezeigt, dass in Pflanzen viele an der Isoprenoid-Biosynthese beteiligte Enzyme
in mehreren Isoformen auftreten. In Arabidopsis wurden allein fu¨nf verschiedene GGPP-
Synthasen (GGPS) funktionell nachgewiesen, die in drei subzellula¨ren Kompartimenten
lokalisiert sind [115]. Zwei GGPS liegen im ER vor, zwei weitere wurden in Plastiden nach-
gewiesen und eine GGPS ist in den Mitochondrien aktiv. Die entsprechenden Gene werden
in verschiedenen Organen exprimiert. Daru¨ber hinaus wurden aufgrund von Sequenzho-
mologien sieben weitere GGPS identifiziert, die mo¨glicherweise in den Plastiden lokalisiert
sind [89]. All -trans-GGPP dient als Vorstufe fu¨r die Bildung von Carotinoiden, Phyllo-
chinon (Vitamin K1), Vitamin E und Chlorophyll. Die Synthese der Phytyl-Seitenkette
fu¨r Chlorophyll, Phyllochinon und fu¨r Tocopherole erfolgt durch schrittweise Reduktion
einer Geranylgeranylgruppe durch eine Geranylgeranyl-Reduktase in den Plastiden [77].
Eine Verminderung der Geranylgeranyl-Reduktase-Aktivita¨t fu¨hrt in ho¨heren Pflanzen
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zu einer Erniedrigung der Chlorophyll- und Tocopherol-Gehalte [159]. Bisher wurden fu¨r
Arabidopsis zwei Solanesylpyrophosphat(SPP)-Synthasen beschrieben, die vermutlich die
all -trans-Prenylseitenketten (C45) fu¨r die Synthese von Ubichinon-9 in den Mitochondrien
und fu¨r die plastida¨re PQ-9-Synthese liefern [56, 69, 57]. Aus Untersuchungen mit ent-
sprechenden GFP(green fluorescent protein)-Fusionsproteinen ging hervor, dass ein En-
zym mo¨glicherweise im ER lokalisiert ist, wa¨hrend das andere in Plastiden vorliegt [69, 57].
1.2 Die Biosynthese von Vitamin E und PQ-9
In Pflanzen beinhaltet der erste fu¨r die Vitamin-E- und PQ-9-Synthese spezifische
Schritt die U¨bertragung einer C20- oder einer C45-Isoprengruppe von einem ent-
sprechenden PrenylPP auf Homogentisat unter gleichzeitiger Decarboxylierung der
Acetat-Seitenkette am aromatischen Ring (Abbildung 1.5). Dies fu¨hrt zur Entstehung der
Vitamin-E-Vorstufen 2-Methyl-6-phytyl-1,4-benzohydrochinon (MPBQ) bzw. 2-Methyl-6-
geranylgeranyl-1,4-benzohydrochinon (MGGBQ) oder der PQ-9-Vorstufe 2-Methyl-
6-solanesyl-1,4-benzohydrochinon (MSBQ). Die entsprechenden Homogentisat-Prenyl-
transferase-Aktivita¨ten wurden biochemisch in der inneren Chloroplasten-Hu¨llmembran
ho¨herer Pflanzen nachgewiesen [153, 151, 62]. Versuche mit mikrosomaler Fraktion
aus Spinatbla¨ttern deuten darauf hin, dass Homogentisat-Solanesyltransferase-Aktivita¨t
auch im Endomembransystem vorhanden ist [158]. Eine Methyltransferase (MT1)
in der inneren Chloroplasten-Hu¨llmembran u¨berfu¨hrt die Prenylierungsprodukte in
2,3-Dimethyl-5-phytyl-1,4-benzohydrochinon (DMPBQ) bzw. 2,3-Dimethyl-5-geranyl-
geranyl-1,4-benzohydrochinon (DMGGBQ), das auch als Plastochinon-4 bezeichnet wird,
und in die reduzierte Form von PQ-9 [152, 62, 153, 146, 16, 160, 107]. Im Unterschied zur
Synthese von PQ-9 sind fu¨r die Bildung von Vitamin E zusa¨tzliche Enzymaktivita¨ten er-
forderlich. Durch Zyklisierung von DMPBQ bzw. DMGGBQ zu γ-Tocochromanole durch
eine Cyclase [155, 4, 123, 138, 140] und anschließender Ringmethylierung durch eine
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Abbildung 1.5: Biosynthese von Tocopherolen, PQ-9 und Plastochromanol-8. Die Reak-
tionen werden katalysiert durch 1 Homogentisat-Prenyltransferasen, 2 MT1 Methyltransferase,
3 Cyclase und 4 MT2 Methyltransferase (PhyPP, Phytylpyrophosphat; MPBQ, 2-Methyl-6-
phytyl-1,4-benzohydrochinon; DMPBQ, 2,3-Dimethyl-5-phytyl-1,4-benzohydrochinon; SPP, So-
lanesylpyrophosphat; MSBQ, 2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzohydrochinon). Die Prenylierungs-
reaktion mit Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) liefert die Tocotrienol-Vorstufe 2-Methyl-6-
geranylgeranyl-1,4-benzohydrochinon (MGGBQ).
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zweite Membran-assoziierte Methyltransferase (MT2) entstehen α-Tocopherol und
α-Tocotrienol [24, 147, 79]. Alternativ kann die Cyclase die Prenylierungsprodukte aus
dem ersten Schritt direkt zu δ-Tocochromanole umsetzen, die durch Methylierung von
MT2 in die β-Formen von Vitamin E u¨berfu¨hrt werden. Außerdem kann die Cyclase die
Bildung von Plastochromanol-8 ausgehend von reduziertem PQ-9 katalysieren [85]. Ob-
wohl dieses Enzym bereits detailliert molekularbiologisch und enzymatisch charakterisiert
wurde, gelang es erst vor kurzem im Rahmen von Proteom-Analysen das lo¨sliche Protein
in Plastoglobuli zu lokalisieren [168, 173]. Plastoglobuli sind O¨lko¨rper im Stroma der
Chloroplasten und enthalten hauptsa¨chlich Triacylglycerine, α-Tocopherol und PQ-9. Da
ihre Zahl und ihre Gro¨ße wa¨hrend des Abbaus von Thylakoiden in seneszierenden Bla¨ttern
wa¨chst und wa¨hrend der Thylakoid-Biogenese abnimmt, war bisher angenommen worden,
dass Plastoglobuli nur zur voru¨bergehenden Speicherung von Thylakoid-Lipidmetaboliten
dienen. Die unterschiedliche Lokalisation der Cyclase und der Methyltransferasen deutet
auf eine enge Kooperation zwischen Plastoglobuli und den plastida¨ren Hu¨llmembranen
bei der Biosynthese der Tocochromanole hin.
1.3 Vorkommen und physiologische Bedeutung
Photosynthetische Organismen enthalten weit ha¨ufiger Tocopherole als Tocotrieno-
le. Tocopherole wurden in fast allen untersuchten Organismen darunter in Wurzeln,
Knollen, Stengel, Bla¨ttern, Blu¨ten, Fru¨chten und Samen ho¨herer Pflanzen, in Algen
und Cyanobakterien nachgewiesen. Ausnahmen stellen das Cyanobacterium Anacystis
nidulans und bestimmte Synechococcus–Spezies dar, in denen keine Tocopherole de-
tektiert wurden [124, 22, 161]. Die meisten untersuchten Cyanobakterien und Algen
enthalten vor allem α-Tocopherol [163, 22]. In ho¨heren Pflanzen sind Zusammenset-
zung und Gehalt an Vitamin E je nach Spezies und Gewebe unterschiedlich, a¨ndern
sich wa¨hrend der Entwicklung und werden durch verschiedene Umweltfaktoren beein-
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flusst [93, 132, 41, 108, 50, 109, 32]. Bla¨tter enthalten vorwiegend α-Tocopherol, dagegen
akkumuliert in Samen sehr oft γ-Tocopherol. Viele Monokotyle und einige Dikotyle, darun-
ter Hordeum vulgare und Carum carvi, weisen in ihren Samen hauptsa¨chlich Tocotrienole
auf [64, 45, 32]. Subzellula¨r liegen Tocopherole und Tocotrienole vor allem in Plasti-
den, den Chloroplasten photosynthetischer Gewebe, den Chromoplasten von Fru¨chten,
den Amyloplasten von Samen und Knollen oder Leukoplasten von Blu¨tenbla¨ttern vor. In
Chloroplasten ist α-Tocopherol in den Hu¨llmembranen, in Thylakoiden und in Plastoglo-
buli lokalisiert [94, 44, 150].
In ihrer bekanntesten Funktion fungieren Tocopherole als effiziente Antioxidantien in pho-
tosynthetischen Organismen und in Sa¨ugern, die Vitamin E mit der Nahrung aufnehmen
mu¨ssen. Aus Untersuchungen mit Liposomen wurde abgeleitet, dass α-Tocopherol in vivo
die ho¨chste antioxidative Wirkung besitzt, wa¨hrend in Fetten und O¨len (in vitro)
γ-Tocopherol eine ho¨here Aktivita¨t aufweist [70]. In Modellmembranen erwies sich
α-Tocotrienol sogar wirksamer als α-Tocopherol [118]. Vor allem unter Stressbedingungen,
wie zum Beispiel bei hohen Lichtintensita¨ten, niedriger Temperatur oder Wassermangel,
entstehen in photosynthetischen Organismen reaktive Sauerstoffspezies, die die Struktur
und die Funktion der Zellen scha¨digen wu¨rden. Tocopherole wirken als Radikalfa¨nger
und schu¨tzen ungesa¨ttigte Fettsa¨uren, Lipide und Lipoproteine in zellula¨ren Membranen
vor Lipidperoxidation bei oxidativem Stress. Sie bewahren den Photosyntheseapparat
vor oxidativen Scha¨den und erhalten die Photosyntheseleistung [165, 52, 83, 51]. Daran
sind auch alternative antioxidative Komponenten wie Carotinoide, Ascorbat und Gluta-
thion beteiligt, durch die unter bestimmten Bedingungen ein Mangel an Tocopherolen
kompensiert werden kann [123, 52, 74, 98, 51]. Neben der photoprotektiven Funktion
erfu¨llen Tocopherole in ho¨heren Pflanzen Aufgaben als Antioxidantien bei der Langle-
bigkeit von Samen, wa¨hrend der Keimung und fru¨hen Keimentwicklung [141]. Untersu-
chungen an Arabidopsis– und Synechocystis–Mutanten fu¨hrten zu der Vermutung, dass
mo¨glicherweise auch die Vorstufe DMPBQ zum Teil einen Tocopherol-Mangel ausgleichen
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kann [141, 98].
Gegenstand zahlreicher neuerer Studien in tierischen Systemen sind hingegen Eigenschaf-
ten der Tocopherole und Tocotrienole, die unabha¨ngig sind von deren Wirksamkeit als
Antioxidantien [174, 110]. Sie zeigen den Einfluss dieser lipidlo¨slichen Komponenten auf
verschiedene Signaltransduktionswege u¨ber die Modulation der Transkription zahlreicher
Gene oder durch die Hemmung bzw. Aktivierung verschiedener Enzyme, wie Protein-
kinase C, Proteinphosphatase 2A, Cyclooxygenase, 5-Lipoxygenase und Phospholipase A2,
auf posttranslationaler Ebene. An der Vermittlung dieser Funktionen von Vitamin E und
dessen intrazellula¨ren Verteilung sind vermutlich verschiedene Tocopherol–Bindeproteine
beteiligt [172, 174, 110]. Obwohl fu¨r pflanzliche Systeme bisher keine umfangreichen Unter-
suchungen auf molekularer Ebene durchgefu¨hrt wurden, die derartige Funktionen von
Vitamin E untermauern wu¨rden, werden diese fu¨r wahrscheinlich gehalten [109, 140].
Hinweise fu¨r die Beteiligung von Vitamin E an intrazellula¨ren Signalwegen liefern unter
anderem Kohlenhydrat-akkumulierende Mais- und Kartoffel-Pflanzen, in denen Toco-
pherol-Mangel mit Defekten im Photoassimilattransport korreliert [125, 58].
PQ-9 ist in Pflanzen vor allem in Bla¨ttern, in den Thylakoidmembranen von Chloro-
plasten und Plastoglobuli enthalten. Das Prenyllipid ist fu¨r die Phytoen-Desaturierung
bei der Carotinoid-Synthese essentiell [111]. In der plastida¨ren Elektronentransportkette
erfu¨llt es die Funktion eines mobilen Elektronentra¨gers (Photosystem II), u¨ber dessen
Redoxzustand außerdem die Expression von Photosynthese-Genen reguliert wird [121]. In
Cyanobakterien wirkt PQ-9 sowohl in der respiratorischen als auch in der photosyntheti-
schen Elektronentransportkette [7, 60] und kann am Photosystem I Phyllochinon-Mangel
kompensieren [67]. Die antioxidative Aktivita¨t von reduziertem PQ-9 wurde in Liposomen
und isolierten Thylakoidmembranen untersucht [84, 61]. Inwiefern sie auch in vivo eine
Rolle spielt, ist bisher nicht eindeutig nachgewiesen. Ho¨here PQ-9-Gehalte sind im
Zusammenhang mit Licht und oxidativem Stress beschrieben, und es wurde vorgeschla-
16
1. EINLEITUNG
gen, dass die Lokalisation der PQ-9-Biosynthese in mikrosomalen Membranen die anti-
oxidative Wirksamkeit der reduzierten PQ-9-Form in verschiedenen zellula¨ren Komparti-
menten ermo¨glicht [97].
Der PQ-9-Metabolit Plastochromanol-8 ist in Chloroplasten nur in Spuren nachweisbar. In
signifikanten Mengen akkumuliert dieses Prenyllipid im Milchsaft von Hevea brasiliensis
sowie in Sameno¨len von Brassica napus, Linum usitatissimum und Cannabis sativa [27,
116, 40, 91, 166, 82]. Die Bedeutung von Plastochromanol-8 als Antioxidans ist in vivo
nicht analysiert. Aus unterschiedlichen Quellen geht hervor, dass diese Komponente wie
Tocopherole in vitro effizient O¨le stabilisieren kann [116, 126].
1.4 Zielsetzung
Vitamin E gilt als essentieller Bestandteil der menschlichen Erna¨hrung und hat in den
letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen vor allem zur Pra¨vention von Athe-
rosklerose, Krebs und neurodegenerativen Erkrankungen. Alle Tocopherole und Toco-
trienole werden im menschlichen Darm resorbiert, der Organismus ist jedoch durch selek-
tive Retention von α-Tocopherol –vermittelt durch ein Tocopherolbindeprotein in der
Leber– und durch spezifische Metabolisierung aller anderen Vitamin-E-Verbindungen so-
wie u¨berschu¨ssigen α-Tocopherols in der Lage, einen bestimmten α-Tocopherol-Spiegel im
Ko¨rper aufrecht zu erhalten [164, 102]. α-Tocopherol weist im Vergleich zu den anderen
Tocochromanolen fu¨r den Menschen die ho¨chste biologische (systemische) Wirksamkeit
auf. Mo¨glicherweise ko¨nnen auch die im Magen-Darm-Trakt vorliegenden Tocopherole
und Tocotrienole aufgrund ihrer chemoprotektiven Eigenschaften gegen durch oxidati-
ven Stress vermittelte physiologische Sto¨rungen von Nutzen sein [47]. Andere pflanz-
liche Antioxidantien, wie Ubichinone und Flavonoide, sind ebenfalls therapeutisch in-
teressant [30, 154]. Fu¨r ein DMGGBQ-Derivat (Plastochinon-4) und das entsprechende
Plastochromanol aus der Braunalge Sargassum micracanthum wurden unla¨ngst antioxi-
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dative und antivirale Aktivita¨ten berichtet [65].
Natu¨rliche Quellen fu¨r Vitamin E sind vor allem pflanzliche Speiseo¨le. Dabei sind Samen-
o¨le aus Soja, Sonnenblumen, Raps und Mais besonders reich an Tocopherolen (Abbil-
dung 1.6). Meist u¨berwiegt jedoch der γ-Tocopherol-Gehalt den Gehalt an α-Tocopherol
und Tocotrienole sind oft kaum nachweisbar. Eine Ausnahme stellt Palmo¨l dar, das
u¨berwiegend Tocotrienole (75% des Vitamin-E-Gehaltes) entha¨lt [174]. Empfohlen wird
die ta¨gliche Einnahme von 15 mg Vitamin E (α-Tocopherol) [36], was etwa 23 IU (inter-
national unit) entspricht.
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Abbildung 1.6: Tocopherole und Plastochromanol-8 in Sameno¨len [126] (α, α-Tocopherol;
β, β-Tocopherol; γ, γ-Tocopherol; δ, δ-Tocopherol; P-8, Plastochromanol-8).
In den letzten Jahren wurden die Bemu¨hungen intensiviert, die fu¨r die Biosynthese
dieser Substanzen wichtigen Gene zu identifizieren, um mittels gentechnologischer Ver-
fahren den Tocochromanol-Gehalt in Samen transgener O¨lsaaten zu erho¨hen und die
Isomer-Zusammensetzung zu modifizieren. Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren der
Vitamin-E- und der PQ-9-Syntheseweg zwar biochemisch in ihren Grundzu¨gen aufgekla¨rt,
aber mit Ausnahme der Gene fu¨r HPD [111] und MT2 [147] war der molekularbiologi-
sche Hintergund der notwendigen Enzyme bisher nicht untersucht worden. Inbesondere
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waren die Gene fu¨r Homogentisat-Prenyltransferasen nicht bekannt. Diese Prenyltrans-
ferasen nehmen, wie oben beschrieben, eine Schlu¨sselstellung bei der Vitamin-E- und
PQ-9-Biosynthese ein, da sie die Intermediate aus dem Shikimat- und Isoprenoid-Weg
spezifisch in die Synthese der verschiedenen Prenyllipide einschleusen. Norris et al. [111]
beschrieben eine Arabidopsis-Mutante pds2 (phytoene desaturation 2 ), in der wie bei der
HPD-Mutante pds1 PQ-9 und Tocopherole fehlten. Sie vermuteten, dass dieser Pha¨notyp
auf eine Mutation im Gen fu¨r eine sowohl an der Synthese von Vitamin E als auch an der
von PQ-9 beteiligten Homogentisat-Prenyltransferase zuru¨ckzufu¨hren sei. Ein genetischer
Nachweis wurde jedoch nicht erbracht. In der vorliegenden Arbeit sollten daher Gene fu¨r
diese essentiellen Prenyltransferasen kloniert und funktional charakterisiert werden. Im
na¨chsten Schritt sollten mit den Sequenzen chima¨re Genkonstrukte fu¨r die Pflanzentrans-
formation erstellt werden, um den Einfluss dieser Enzyme auf den Vitamin-E-Gehalt in
Pflanzen zu untersuchen.
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Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Verbrauchsmaterialien und Chemikalien
Handelsu¨bliche Verbrauchsmaterialien, Lo¨sungsmittel, Grundchemikalien in Analysequa-
lita¨t sowie Feinchemikalien wurden von den folgenden Firmen bezogen: AppliChem
(Darmstadt), BD Biosciences (Heidelberg), Biomol (Darmstadt), Calbiochem (Merck
Biosciences GmbH, Bad Soden), Carl Roth (Karlsruhe), Duchefa (Haarlem, Niederlan-
de), Fluka (Neu-Ulm), Invitrogen (Karlsruhe), Macherey-Nagel (Du¨ren), Merck (Darm-
stadt), Roche Diagnostics (Mannheim), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Taufkirchen)
und VWR (Darmstadt). Spezielle Chemikalien und Materialien sowie molekularbiologi-
sche Systeme sind in den nachfolgenden Abschnitten gesondert aufgefu¨hrt.
2.2 Kultivierung und Transformation von Organis-
men
2.2.1 Synechocystis sp.
2.2.1.1 Kultivierung von Synechocystis sp.
Die Kultivierung von Synechocystis sp. PCC 6803 (Pasteur Culture Collection, Paris,
Frankreich) erfolgte in BG11-Medium [171] bei 28 ◦C und 16 h Licht pro Tag. Die Zu-
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sammensetzung des BG11-Mediums wurde leicht modifiziert. Das Medium setzte sich
zusammen aus 0,2% (v/v) Lo¨sung 1, 5% (v/v) Lo¨sung 2, 0,2% (v/v) Lo¨sung 3, 0,1%
(v/v) Lo¨sung 4, 0,1% (v/v) Lo¨sung 5 und 4% (v/v) Lo¨sung 6 in A. dest. Fu¨r Festmedium
wurde daru¨berhinaus 1% (w/v) Agar zugesetzt, der vor Zugabe der Stammlo¨sungen durch
Autoklavieren in A. dest. gelo¨st wurde. Fu¨r die selektive Anzucht von Transformanten
enthielt BG11-Medium bis zu 15 µg/ml Chloramphenicol.
Lo¨sung 1:
3 g/l Zitronensa¨ure, 3 g/l Eisenammoniumcitrat, 0,5 g/l EDTA
Lo¨sung 2:
30 g/l NaNO3, 0,78 g/l K2HPO4, 1,5 g/l MgSO4·7 H2O
Lo¨sung 3:
19 g/l CaCl2·2 H2O
Lo¨sung 4:
20 g/l Na2CO3
Lo¨sung 5:
2,86 g/l H3BO3, 1,81 g/l MnCl2·4 H2O, 0,222 g/l ZnSO4·7 H2O, 0,391 g/l Na2MoO4·2 H2O,
0,079 g/l CuSO4·5 H2O, 0,049 g/l Co(NO3)2·6 H2O
Lo¨sung 6:
119,15 g/l HEPES, pH 7,5 mit NaOH
2.2.1.2 Transformation von Synechocystis sp.
Fu¨r die Transformation wurden Synechocystis sp. PCC 6803 Zellen aus 15 ml Kultur
(OD730 0,5) wa¨hrend 10 min bei 4000 × g sedimentiert, mit 15 ml 10 mM NaCl ge-
waschen und in 1,5 ml BG11-Medium aufgenommen. Anschließend wurden 300 µl Zell-
suspension mit 2 µg Plasmid-DNA versetzt und der Transformationsansatz im Dunkeln
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u¨ber Nacht bei 30 ◦C unter leichtem Schu¨tteln inkubiert. Am na¨chsten Tag wurden
die Zellen sedimentiert, in wenig Medium resuspendiert und zuna¨chst auf BG11-Platten
niedriger Chloramphenicol-Konzentration (5 µg/ml) ausgestrichen. Nach fu¨nf Tagen bei
30 ◦C wurden die Zellen jeweils auf Medium mit zunehmend ho¨herer Chloramphenicol-
Konzentration bis zu 15 µg/ml Chloramphenicol ausgestrichen.
2.2.2 Escherichia coli
2.2.2.1 Escherichia coli–Sta¨mme
BL21AITM [43, 156, 112]:
F−, ompT, hsdS (rB
−mB
−), gal, dcm, araB ::T7RNAP-tetA
DH5α [48]:
F−, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk
−, mk
+), supE44, thi -1, gyrA96, relA1
SG13009[pREP4] [42]:
F−, RecA+, Thi−, Lac−, Ara+, Gal+, Mtl−, Uvr+, Lon+, NalS, StrS, RifS
SOLRTM [53]:
e14− (mcrA), ∆(mcrCB -hsdSMR-mrr)171, sbcC, recB, recJ, uvrC, umuC ::Tn5(Kanr),
lac, gyrA96, relA1, thi -1, endA1, λR [F´proAB, lacIqZDM 15], Su−(nonsuppressing)
TOP10 (Invitrogen):
F−, mcrA ∆(mrr -hsdRMS -mcrBC ), Φ80lacZ∆M15, ∆lacX 74, deoR, recA1, araD139,
∆(ara-leu)7697, galU, galK, rpsL (Str), endA1, nupG
XL1-Blue MRF´ [14]:
∆(mcrA)183, ∆(mcrCB -hsdSMR-mrr)173, endA1, supE44, thi -1, recA1 gyrA96,
relA1,lac, [F´ proAB lacIqZ∆M 15, Tn10 (Tetr)
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2.2.2.2 Kultivierung von Escherichia coli
Die Anzucht von E. coli erfolgte unter Anwendung von Standardmethoden [139]. Die
Bakterien wurden in Flu¨ssigkulturen und auf Agarplatten mit Vollmedien bei 37 ◦C kulti-
viert. Dies geschah vorzugsweise unter selektiven Bedingungen durch Antibiotika-Zusa¨tze
ins Medium (50 µg/ml Carbenicillin, 20 µg/ml Chloramphenicol, 25 µg/ml Kanamycin
oder 12,5 µg/ml Tetracyclin).
LB-Medium (Luria-Bertani-Broth):
1% (w/v) Bacto-Trypton (Duchefa), 0,5% (w/v) Hefeextrakt (Duchefa), 0,5% (w/v) NaCl
Festmedium enthielt daru¨berhinaus 1,5% (w/v) Agar.
SOB-Medium:
2% (w/v) Bacto Pepton (Duchefa), 0,5% (w/v) Hefeextrakt (Duchefa), 10 mM NaCl, 2,5 mM
KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4
Die Zugabe von MgCl2 und MgSO4 erfolgte nach dem Autoklavieren aus sterilen
Stammlo¨sungen.
SOC-Medium:
SOB-Medium mit 0,4% (w/v) Glukose
2.2.2.3 Transformation chemisch kompetenter Escherichia coli–Zellen
Die Pra¨paration chemisch kompetenter E. coli–Zellen erfolgte nach einer Methode von
Inoue et al. [63]. Zuna¨chst wurden 3 ml SOB-Medium mit einer Einzelkolonie beimpft und
u¨ber Nacht bei 37 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Am na¨chsten Tag wurden 100 ml SOB-
Medium mit 1 ml Vorkultur inokuliert und die Haupkultur unter den oben beschriebenen
Bedingungen bis zu einer OD600 von 0,5–0,6 angezogen. Nach 10-minu¨tiger Inkubation auf
Eis wurden die Zellen 10 min bei 4500 × g und 4 ◦C sedimentiert und das Pellet in 40 ml
TB-Puffer resuspendiert. Es folgten erneute Inkubation fu¨r 10 min auf Eis und anschlie-
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ßende Zentrifugation. Die Zellen wurden in 8 ml TB-Puffer resuspendiert und mit 560 µl
DMSO (Endkonzentration 7%, v/v) versetzt. Nach einer letzten Inkubation fu¨r 10 min
auf Eis wurde die Zellsuspension in Portionen von 200 µl in 1,5-ml-Kunststoffgefa¨ßen in
flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 ◦C gelagert.
Fu¨r die Transformation wurden maximal 15 µl Plasmid-DNA direkt auf 200 µl gefrorene
kompetente E. coli–Zellen pipettiert. Der Transformationsansatz wurde 30 min auf Eis
inkubiert und dann fu¨r 90 sec bei 42 ◦C einem Hitzeschock unterzogen. Die Regeneration
der Zellen erfolgte nach Zugabe von 800 µl SOC-Medium wa¨hrend 45 min bei 37 ◦C
auf einem Schu¨ttler. Anschließend wurden die Zellen u¨ber Nacht auf LB-Platten mit
Antibiotikum bei 37 ◦C inkubiert.
TB-Puffer:
10 mM PIPES pH 6,7, 55 mMMnCl2, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl in A. dest., kurz vor Gebrauch
sterilfiltriert
2.2.2.4 Transformation elektrokompetenter Escherichia coli–Zellen
Vor Elektrotransformation wurden kompetente E. coli XL1-Blue–Zellen in ionenfreiem
Medium hergestellt. Dazu wurden 500 ml LB-Medium mit 12,5 µg/ml Tetracyclin mit
5 ml u¨ber Nacht angezogener Vorkultur angeimpft und bis zu einer OD600 von 0,5–0,7
bei 37 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Nach 20-minu¨tiger Inkubation auf Eis wurden die
Zellen wa¨hrend 10 min bei 4500 × g und 4 ◦C (Ku¨hlzentrifuge RC-5B, Rotor SLA3000,
Sorvall) in zwei 500-ml-Zentrifugenbecher sedimentiert, nach sorgfa¨ltigem Entfernen des
U¨berstandes in insgesamt 500 ml eiskaltem 10% (v/v) Glycerin resuspendiert und erneut
sedimentiert. Der U¨berstand wurde sorgfa¨ltig entfernt. Die beiden Pellets wurden in je
125 ml eiskaltem 10% (v/v) Glycerin aufgenommen und die Suspensionen anschließend
zentrifugiert. Die Zellen wurden in einem Gesamtvolumen von 20 ml eiskaltem 10% (v/v)
Glycerin resuspendiert, sedimentiert, schließlich in 1 ml eiskaltem 10% (v/v) Glycerin
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aufgenommen, in 50 µl–Portionen in 1,5-ml-Kunststoffgefa¨ßen auf Trockeneis eingefroren
und bei -80 ◦C gelagert.
Die Elektroporation von E. coli–Zellen erfolgte mit demMicroPulserTM -System (BioRad),
bei dem eine Probe in einem geringen Volumen eines Mediums mit hohem elektrischen
Widerstand einem elektrischem Puls hoher Spannung ausgesetzt wurde. Etwa 100 pg
Plasmid-DNA in 1–2 µl wurden in ein auf Eis aufgetautes Aliquot elektrokompetenter
Zellen pipettiert, vorsichtig gemischt und fu¨r 1 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension
wurde in eine spezielle Ku¨vette (mit 0,2 cm Lu¨cke, BioRad) transferiert. Unmittelbar nach
der Elektroporation bei 2,5 kV (Feldsta¨rke 12,5 kV/cm) und 5 msec wurde 1 ml SOC-
Medium in die Ku¨vette pipettiert, die Zellsuspension in ein 2-ml-Kunststoffgefa¨ß u¨berfu¨hrt
und zur Regeneration der Zellen wa¨hrend 1 h bei 37 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Zur
selektiven Anzucht von Transformanten wurden die Zellen in Medium mit Antibiotikum
kultiviert.
2.2.3 Agrobacterium tumefaciens
2.2.3.1 Kultivierung von Agrobacterium tumefaciens
Der verwendete Stamm A. tumefaciens C58C1 ATHV Rif [59] leitet sich ab von dem
Stamm EHA101. Er tra¨gt das Helferplasmid pEHA101 ohne Kanamycinresistenzgen und
verfu¨gt u¨ber eine Resistenz gegenu¨ber Rifampicin vermittelt durch ein entsprechendes
Resistenzgen auf dem Chromosom. Die Kultivierung des A. tumefaciens–Stammes erfolgte
bei 28 ◦C in YEP-Medium [169] mit 100 µg/ml Rifampicin. Festmedium enthielt zusa¨tzlich
1,5% (w/v) Agar. Fu¨r die selektive Anzucht transformierter Bakterien wurden dem Me-
dium nach dem Autoklavieren 100 µg/ml Streptomycin und 300 µg/ml Spectinomycin
aus Stammlo¨sungen zugesetzt.
YEP-Medium:
1% (w/v) Bacto-Hefeextrakt (BD), 1% (w/v) Bacto-Pepton (BD), 0,5% (w/v) NaCl
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2.2.3.2 Transformation von Agrobacterium tumefaciens
Kompetente A. tumefaciens–Zellen wurden nach An et al. [3] hergestellt. Zuna¨chst wurde
ausgehend von einer Einzelkolonie A. tumefaciens C58C1 ATHV in 5 ml YEP-Medium mit
100 µg/ml Rifampicin bei 28 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Nach 24 h wurden 50 ml YEP-
Medium mit 100 µg/ml Rifampicin mit 2 ml dieser Vorkultur inokuliert und die Bakterien
unter den oben beschriebenen Bedingungen bis zu einer OD600 von 0,5–1,0 kultiviert. Die
Zellen wurden bei 3000 × g und 4 ◦C wa¨hrend 15 min sedimentiert, in 1 ml eiskalte 10 mM
CaCl2-Lo¨sung resuspendiert, in 100 µl Portionen in 1,5-ml-Kunststoffgefa¨ßen in flu¨ssigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80 ◦C gelagert.
Fu¨r die Transformation wurde 1 µg Plasmid-DNA eines bina¨ren Pflanzenvektors auf 100 µl
kompetente Zellen pipettiert. Nach Inkubation fu¨r 5 min bei 37 ◦C wurde 1 ml YEP-
Medium mit geeigneten Antibiotika in den Transformationsansatz pipettiert und dieser
fu¨r 4 h bei 28 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Die Zellen wurden 2 min bei 12000 × g
sedimentiert. Der U¨berstand wurde abgegossen und das Pellet in etwa 200 µl Ru¨cklauf re-
suspendiert. Verschiedene Volumina wurden auf YEP-Selektionsplatten ausplattiert. An-
schließend wurden die Platten fu¨r 24 h bis 48 h bei 28 ◦C inkubiert. Die fu¨r die Trans-
formation von Arabidopsis thaliana (2.2.6.2) verwendeten A. tumefaciens–Klone mit ei-
nem Pflanzenvektor wurden vorher u¨ber Restriktionsanalysen mit isolierter Plasmid-DNA
u¨berpru¨ft.
2.2.4 Bestimmung der Zelldichte in Bakterienkulturen
Das Wachstum von Mikroorganismen in Flu¨ssigkulturen wurde durch photometrische
Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenla¨nge von 600 nm fu¨r E. co-
li und A. tumefaciens oder 730 nm fu¨r Synechocystis gegen das entsprechende keim-
freie Medium verfolgt. Fu¨r E. coli entspricht eine OD600=1 einer Zelldichte von etwa
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5 × 108 Zellen/ml Kultur und fu¨r Synechocystis eine OD730=0,25 einer Zelldichte von
etwa 1 × 108 Zellen/ml Kultur.
2.2.5 Anlegen von Bakterien-Dauerkulturen
Fu¨r eine Dauerkultur wurde 1 ml spa¨tlogarithmische Mikroorganismenkultur mit sterilem
80%igem Glycerin in einer Endkonzentration von 40% (v/v) fu¨r E. coli bzw. von 50% (v/v)
fu¨r A. tumefaciens versetzt, gemischt und bei -80 ◦C gelagert.
2.2.6 Arabidopsis thaliana
2.2.6.1 Kultivierung von Arabidopsis thaliana
Zur Pra¨paration von RNA (2.3.5) aus Blattmaterial wurden Arabidopsis Columbia C42
auf einem Erde/Sand-Gemisch (3:1) wa¨hrend sechs Wochen bei 21 ◦C, 8 h:16 h Tag/Nacht-
Zyklus (Kurztag) und einer Lichintensita¨t von 120 µmol·m−2·s−1 kultiviert.
Fu¨r die Analyse der Prenyllipid-Gehalte in Blattmaterial wurden Wildtyp– und transge-
ne Arabidopsis–Pflanzen zuna¨chst auf Medium angezogen. Etwa 200 Arabidopsis–Samen
wurden zur Oberfla¨chensterilisierung mit 1 ml 70% Ethanol fu¨r 5 min bei Raumtempera-
tur unter leichtem Schu¨tteln behandelt, sedimentiert und mit sterilem A. dest. gewaschen.
Anschließend folgten eine Behandlung mit 1 ml Natriumhypochlorit/Triton-Lo¨sung fu¨r
7 min bei Raumtemperatur unter Schu¨tteln und 5maliges Waschen mit sterilem A. dest.
Die Samen wurden in 500 µl 0,1% (w/v) Agarose-Lo¨sung in A. dest. aufgenommen. Etwa
50 Samen wurden mit einer Pipette mo¨glichst vereinzelt pro MSG-Platte verteilt. Zur
selektiven Anzucht von transgenen Arabidopsis–Pflanzen enthielt das Medium zusa¨tzlich
50 µg/ml Kanamycin. Die Samen wurden wa¨hrend 24–48 h bei 4 ◦C im Dunkeln ver-
nalisiert. Im Anschluss daran wurden die Pflanzen fu¨r zwei Wochen unter Kurztagbe-
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dingungen (8 h Licht, 120 µmol·m−2·s−1, 21 ◦C) angezogen, dann auf ein Erde/Sand-
Gemisch (3:1) u¨bertragen und weiter kultiviert. Fu¨r die Gewinnung von Samenmaterial
wurden prima¨re Infloreszenzen entfernt, dies fo¨rderte die Ausbildung mehrerer sekunda¨rer
Blu¨tensta¨nde pro Pflanze und somit auch die Samenproduktion.
Natriumhypochlorit/Triton-Lo¨sung:
2% (v/v) Natriumhypochlorit (Roth), 0,1% (v/v) Triton X100
MSG-Platten:
0,44% (w/v) Murashige & Skoog Medium (inkl. Gamborg B5 Vitamine, Duchefa), 5% (w/v)
Saccharose, 0,9% (w/v) Pflanzen-Agar (Duchefa)
Nach dem Autoklavieren wurde dem Medium 250 µg/ml Vancomycin zugesetzt.
2.2.6.2 Transformation von Arabidopsis thaliana
Die Transformation erfolgte nach Clough und Bent [17]. Wildtyp Arabidopsis–Pflanzen
Columbia C42 wurden zuna¨chst wa¨hrend drei Wochen unter Kurztagbedingungen (8 h
Licht, 120 µmol·m−2·s−1, 21 ◦C) angezogen und anschließend zur Beschleunigung der
Blu¨tenbildung unter Langtagbedingungen (16 h Licht) kultiviert. Prima¨re Infloreszenzen
wurden entfernt, um die Bildung sekunda¨rer Blu¨tensta¨nde zu fo¨rdern. Nur Pflanzen, die
mit der Blu¨te begonnen und noch keine Schoten ausgebildet hatten, wurden zur Trans-
formation genutzt. Am Vorabend wurden die Pflanzen gru¨ndlich gewa¨ssert.
Die mit einem bina¨ren Vektor transformierten Agrobakterien (2.2.3.2) wurden in 5 ml
YEP-Medium unter selektiven Bedingungen u¨ber Nacht angezogen. Fu¨r eine Haupkul-
tur wurden 200 ml YEP-Medium mit Antibiotikazusa¨tzen mit der gesamten Vorkultur
inokuliert und u¨ber Nacht kultiviert. Die Zellen wurden wa¨hrend 20 min bei 4800 × g
sedimentiert und in Infiltrationsmedium resuspendiert (OD600 0,8). Fu¨r die Transformati-
on wurden die Infloreszenzen der Pflanzen fu¨r 3–10 min vollsta¨ndig in die Bakteriensuspen-
sion getaucht. Die Pflanzen wurden fu¨r 16–24 h in einem geeigneten Beha¨lter abgedeckt,
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um sie feucht zu halten, und dann bis zur Samenreife unter Langtagbedingungen weiter
kultiviert.
Infiltrationsmedium:
5% (w/v) Saccharose, 0,05% (v/v) Silwet L-77 (Detergens)
2.3 Isolierung von Nukleinsa¨uren
2.3.1 Genomische DNA aus Synechocystis sp.
Die Pra¨paration erfolgte ausgehend von 15 ml einer wa¨hrend einer Woche gewachsenen
Synechocystis–Kultur. Die Zellen wurden wa¨hrend 15 min bei 3700 × g und 4 ◦C sedi-
mentiert, in 500 µl SE-Puffer gewaschen und erneut wa¨hrend 2 min sedimentiert. Der
U¨berstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 340 µl Lysepuffer und 2 mg/ml Lyso-
zym versetzt. Nach 1-stu¨ndiger Inkubation bei 37 ◦C unter Schu¨tteln folgten die Zugaben
von 2 µl Proteinase K-Lo¨sung und 8 µl 20% (w/v) SDS, anschließend wurde 30 min bei
50 ◦C inkubiert. Danach wurde die Probe mit 1 ml Phenol/Chloroform (1:1, v/v) versetzt,
gru¨ndlich gemischt und zur besseren Phasentrennung fu¨r 5 min bei 20000× g zentrifugiert.
Die wa¨ssrige Oberphase wurde ein zweites Mal wie beschrieben einer Phenol/Chloroform-
Extraktion unterzogen, dann in ein frisches 1,5-ml-Kunststoffgefa¨ß u¨berfu¨hrt und mit
dem 0,2fachen Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 und dem 2,5fachen Volumen eiskalten
Ethanols versetzt und gemischt. Nach 30-minu¨tiger Fa¨llung bei -20 ◦C wurde fu¨r 20 min
bei 20000 × g und 4 ◦C zentrifugiert. Das Sediment wurde mit 500 µl 70% (v/v) Etha-
nol gewaschen, in 25 µl A. dest. aufgenommen, mit 2 µl RNase A-Lo¨sung versetzt und
30 min bei 37 ◦C inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde die chromosomale DNA
bei -20 ◦C gelagert.
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SE-Puffer:
120 mM NaCl, 50 mM EDTA
Lysepuffer:
25% (w/v) Saccharose, 50 mM Tris-HCl pH 8,0, 100 mM EDTA
RNase A-Lo¨sung:
20 mg/ml RNase A, in A. dest., Lagerung bei -20 ◦C
Proteinase K-Lo¨sung:
20 mg/ml Proteinase K, in A. dest.
2.3.2 Genomische DNA aus Bla¨ttern von Arabidopsis thaliana
Als Ausgangsmaterial fu¨r die Pra¨paration genomischer DNA diente in flu¨ssigem Stick-
stoff tiefgefrorenes Blattmaterial (150–200 mg), das in einem 1,5-ml-Kunststoffgefa¨ß
mit einem vorgeku¨hlten Pistill zermo¨rsert und mit 500 µl Extraktionspuffer sowie
35 µl 20% (w/v) SDS vermischt wurde. Anschliessend wurde die Probe fu¨r 20 min
bei 65 ◦C unter starkem Schu¨tteln inkubiert, kurz abgeku¨hlt, mit 500 µl Phe-
nol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, v/v/v) ausgeschu¨ttelt und zur besseren Pha-
sentrennung fu¨r 10 min bei 20000 × g zentrifugiert. Die wa¨ssrige Oberphase wurde in ein
frisches 1,5-ml-Kunststoffgefa¨ß u¨berfu¨hrt, mit 500 µl Isopropanol vorsichtig durch mehr-
maliges Invertieren vermischt und danach fu¨r 15 min bei 20000 × g und 4 ◦C zentrifugiert.
Das Nukleinsa¨ure-Pellet wurde mit 500 µl 70% (v/v) Ethanol gewaschen und nach dem
Trocknen in 50 µl RNase-Lo¨sung fu¨r die Dauer von 1 h bei 37 ◦C gelo¨st. Bis zur weiteren
Verwendung wurde die DNA bei -20 ◦C gelagert.
Extraktionspuffer:
100 mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM EDTA pH 8,0 und 500 mM NaCl
RNase-Lo¨sung (DNase-frei):
50 µg/ml RNase A in A. dest.
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2.3.3 Plasmid-DNA aus Escherichia coli
2.3.3.1 Minipra¨paration von Plasmiden
Fu¨r analytische Zwecke wurden kleinere Mengen von Plasmid-DNA aus E. coli–Zellen
nach einer modifizierten Methode von Riggs und McLachlan [129] ausgehend von 1,5 ml
U¨bernachtkultur isoliert. Die Zellen wurden in einem 1,5-ml-Kunststoffgefa¨ß bei 20000× g
fu¨r 20 sec sedimentiert, in 200 µl 1 mg/ml Lysozym in BF-Puffer resuspendiert, im
Thermoblock wa¨hrend 1 min bei 100 ◦C aufgekocht, auf Eis abgeku¨hlt und fu¨r 30 min bei
20000 × g zentrifugiert. Das Pellet, das Zellreste sowie unerwu¨nschte chromosomale DNA
enthielt, wurde mit Hilfe eines Zahnstochers entfernt. Aus dem U¨berstand wurden nach
Zugabe von 480 µl IS-Mix wa¨hrend 15 min bei Raumtemperatur Nukleinsa¨uren gefa¨llt
und durch Zentrifugation bei 20000 × g fu¨r 30 min sedimentiert. Nach 1maligem Waschen
des Pellets mit 70% (v/v) Ethanol wurden die Nukleinsa¨uren in 50 µl A. dest. und 2 µl
RNase A-Lo¨sung resuspendiert. Die Probe wurde nach 30 min bei 37 ◦C bis zur weiteren
Verwendung bei -20 ◦C gelagert.
BF-Puffer:
8% (w/v) Saccharose, 0,5% (w/v) Triton X-100, 50 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 8,0
Lysozym-Lo¨sung:
20 mg/ml Lysozym in A. dest., Lagerung bei -20 ◦C
IS-Mix:
0,83 M Ammoniumacetat in Isopropanol/A. dest. (5:1, v/v)
RNase A-Lo¨sung:
10 mg/ml RNase A in A. dest., Lagerung bei -20 ◦C
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2.3.3.2 Midi/Maxipra¨paration von Plasmid-DNA
Fu¨r die Isolierung gro¨ßerer Plasmid-DNA-Mengen aus 30 ml bzw. 100 ml U¨bernachtkultur
(fu¨r Midi- bzw. Maxipra¨paration) wurde das von der Firma Macherey-Nagel (Du¨ren) an-
gebotene System Nucleobondr AX nach Herstellerangaben verwendet. Es basiert im We-
sentlichen auf einer alkalischen Lyse der Zellen in Anwesenheit von Natriumhydroxid und
des Detergens SDS in Kombination mit einer nachfolgenden chromatographischen Aufrei-
nigung der Plasmid-DNA mittels Ionenaustauschersa¨ulen (AX100, AX500). In Gegenwart
mittlerer Ionensta¨rken bindet die Plasmid-DNA selektiv an positiv geladene Fest-Ionen
der Sa¨ulenmatrix und wird anschließend, nach einigen Waschschritten, bei hohen Salzkon-
zentrationen in Abha¨ngigkeit vom pH wieder eluiert. RNA wu¨rde mit der Plasmid-DNA
um die Bindungsstellen in der Sa¨ulenmatrix konkurrieren und wird deshalb durch Be-
handlung des Zell-Lysats mit RNase degradiert.
2.3.4 Plasmid-DNA aus Agrobacterium tumefaciens
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus A. tumefaciens erfolgte modifiziert nach Walker-
peach und Velten [169] ausgehend von 4,5 ml einer 24 h-Kultur. Die Zellen wurden in
einem 1,5-ml-Kunststoffgefa¨ß bei 20000 × g fu¨r 20 sec zuna¨chst sedimentiert und dann
in 100 µl Suspensionslo¨sung resuspendiert. Der Ansatz wurde nach Zugabe von 20 µl
Lysozym-Lo¨sung gemischt und fu¨r 15 min bei 37 ◦C inkubiert. Im Anschluss daran folgten
die Zugabe von 200 µl Lysislo¨sung und erneutes Mischen. Nach Zugabe von 50 µl Phenol
(a¨quilibriert mit dem 2fachen Volumen der Lysislo¨sung) wurde der Ansatz gru¨ndlich ge-
mischt, mit 200 µl 3 M Natriumacetat pH 5,2 versetzt, 15 min bei -20 ◦C inkubiert,
20 min bei 20000 × g zentrifugiert und der U¨berstand in ein neues 1,5-ml-Kunststoffgefa¨ß
u¨berfu¨hrt. Aus dem U¨berstand wurden mit dem 2,5fachen Volumen Isopropanol wa¨hrend
10 min auf Eis Nukleinsa¨uren gefa¨llt, durch Zentrifugation bei 20000 × g fu¨r 15 min
sedimentiert, in 400 µl TE-Puffer resuspendiert und mit dem gleichen Volumen Phe-
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nol/Chloroform (1:1, v/v) und Chloroform extrahiert. Nach erneuter Fa¨llung der Nu-
kleinsa¨uren, Zentrifugation und Trocknen des Pellets wurden die Nukleinsa¨uren in 50 µl
A. dest. resuspendiert und mit 2 µl RNase A-Lo¨sung wa¨hrend 30 min bei 37 ◦C einem
RNase-Verdau unterzogen. Die Plasmid-DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei
-20 ◦C gelagert.
Suspensionslo¨sung:
50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl, pH 8,0
Lysozym-Lo¨sung:
20 mg/ml Lysozym in A. dest., Lagerung bei -20 ◦C
Lysislo¨sung:
0,2 M NaOH, 1,0% (w/v) SDS
TE-Puffer:
0,1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl, pH 7,8
RNase A-Lo¨sung:
10 mg/ml RNase A in A. dest., Lagerung bei -20 ◦C
2.3.5 Gesamt-RNA aus Bla¨ttern von Arabidopsis thaliana
Die Arbeit mit RNA erfordert einige Vorbereitungen, um wa¨hrend der Pra¨paration und
der nachfolgenden Arbeitsschritte Kontaminationen mit RNasen mo¨glichst gering zu hal-
ten. Zu diesem Zweck wurden Mo¨rser, Pistille, Spatel und Glasgefa¨ße 6–8 h bei 180 ◦C ge-
backen und RNase-freie Pipettenspitzen und Kunstoffgefa¨ße verwendet. Wa¨ssrige Stamm-
lo¨sungen und A. dest. wurden vor dem 40-minu¨tigen Autoklavieren mit 0,1% (v/v) DEPC
versetzt und u¨ber Nacht bei Raumtemperatur geru¨hrt. Die Wirkung von DEPC beruht
auf der kovalenten Bindung des Moleku¨ls an prima¨re und sekunda¨re Amine, darunter
auch an die fu¨r die katalytische Funktion vieler RNasen wichtigen Histidin-Seitenketten
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in den aktiven Zentren. Dies fu¨hrt zu einer irreversiblen Hemmung der Enzymaktivita¨t.
Stammlo¨sungen mit Tris oder EDTA wurden mit bereits DEPC-behandeltem, autokla-
viertem Wasser angesetzt, da es sich bei diesen Substanzen um Amine handelt.
Gesamt-RNA wurde aus Bla¨ttern von Arabidopsis isoliert. Dazu wurden 2,5–5 g Pflanzen-
material in flu¨ssigem Stickstoff zu feinem Pulver gemo¨rsert, in ein 50-ml-Kunststoffgefa¨ß
mit bereits vorgelegten 7,5 ml Lysepuffer und 7,5 ml Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1, v/v/v) u¨berfu¨hrt, 20 min bei Raumtemperatur geschu¨ttelt und fu¨r 20 min bei
18000 × g zentrifugiert. Es folgten eine weitere Extraktion der wa¨ssrigen Oberphase mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) und Zentrifugation wie bereits beschrieben.
Anschließend wurde die wa¨ssrige Oberphase in einem Correx-Ro¨hrchen mit 0,75fachem
Volumen 8 M LiCl gemischt, u¨ber Nacht bei 4 ◦C inkubiert und 20 min bei maximaler
Geschwindigkeit und 4 ◦C sedimentiert. Lithiumchlorid ermo¨glicht eine selektive Fa¨llung
von RNAs bei hohen RNA-Konzentrationen und niedriger Temperatur in Abha¨ngigkeit
von der Zeit. Da Lithium sich bei vielen Anwendungen als sto¨rend erweist (inhibiert En-
zyme), wurde die RNA in 5 ml A. dest. gelo¨st, mit 0,1fachem Volumen 3 M Natriumacetat
pH 5,2 und 3fachem Volumen Ethanol fu¨r mindestens 2 h bei -20 ◦C erneut gefa¨llt, ge-
folgt von 20 min Zentrifugation bei 20000 × g und 4 ◦C. Zur Entfernung u¨berschu¨ssiger
Salze wurde das Sediment noch 2-mal mit 2 ml 70% (v/v) Ethanol gewaschen, getrock-
net und in 500–1000 µl A. dest. unter Erwa¨rmung bei 65 ◦C gelo¨st. Die Qualita¨t der
RNA-Pra¨paration wurde durch elektrophoretische Auftrennung von 0,5 µl Gesamt-RNA
in einem 1%igen Agarose-TAE-Gel verifiziert. Die Konzentration der RNA-Lo¨sung wurde
fu¨r eine 1:100 Verdu¨nnung photometrisch ermittelt.
Lysepuffer:
600 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 9,0, 20 mM EDTA, 4% (w/v) SDS
Der Lysepuffer wurde ausgehend von 5 M NaCl, 1 M Tris-HCl pH 9,0, 0,5 M EDTA und 10%
(w/v) SDS angesetzt und mit A. dest. aufgefu¨llt. Die Zugabe der SDS-Lo¨sung erfolgte tropfen-
weise und unter leichtem Schu¨tteln, da sich leicht ein Pra¨zipitat bilden kann.
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2.3.6 Poly-(A+)-mRNA aus Gesamt-RNA
Die Isolierung von mRNA ausgehend von Gesamt-RNA wurde mit Dynabeads Oligo-dT25
(DYNAL, Hamburg) nach Herstellerangaben durchgefu¨hrt. Bei diesem Verfahren hybri-
disieren unter geeigneten Bedingungen Poly-A-mRNA-Moleku¨le an Oligo-dT25-Moleku¨le,
die u¨ber Linker an ferromagnetische Partikel kovalent gebunden sind. Letztere ko¨nnen
im Magnetfeld innerhalb weniger Sekunden vom jeweiligen Puffer abgetrennt werden. Die
mRNA wurde von den Dynabeads durch Zugabe von 10 µl A. dest. eluiert.
2.3.7 Reinigung von Nukleinsa¨urelo¨sungen
Proteinverunreinigungen wurden durch Extraktion mit Phenol/Chloroform aus wa¨ssrigen
Nukleinsa¨urelo¨sungen abgetrennt. Dazu wurde die Probe mit dem gleichen Volumen Phe-
nol/Chloroform (1:1, v/v) ausgeschu¨ttelt und zur Phasentrennung bei 20000 × g zentri-
fugiert. Die Extraktion wurde ein zweites Mal mit der wa¨ssrigen Oberphase wiederholt,
gefolgt von einer 1maligen Extraktion des U¨berstandes mit Chloroform, um verbliebenes
Phenol zu entfernen.
2.3.8 Fa¨llung von Nukleinsa¨uren
Die Fa¨llung von Nukleinsa¨uren in Gegenwart von Ethanol und einwertigen Kationen
diente zur Konzentrierung und Entsalzung von Nukleinsa¨urelo¨sungen. Zu diesem Zweck
wurden die entsprechenden Proben mit dem 2- bis 3fachen Volumen 96% Ethanol und dem
0,1fachen Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,2 versetzt. Nach 30-minu¨tiger Fa¨llung bei
-20 ◦C folgten Zentrifugation fu¨r 20 min bei 20000 × g sowie zwei Waschschritte mit 500 µl
Ethanol, um u¨berschu¨ssige Salze zu entfernen. Die pra¨zipitierten Nukleinsa¨uren wurden
in einem angemessenen Volumen A. dest. oder 10 mM Tris-HCl pH 8,0 gelo¨st. Sollten
kleinere DNA-Fragmente von unter 100 bp nicht gefa¨llt werden, wurde statt Ethanol das
0,7fache Volumen Isopropanol verwendet.
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2.3.9 Konzentration und Reinheit von Nukleinsa¨urelo¨sungen
Die Konzentration von Nukleinsa¨uren wie genomische DNA, Plasmid-DNA, Gesamt-RNA
und Oligonukleotiden in wa¨ssrigen Lo¨sungen wurde photometrisch (Smart Spec 3000,
BioRad) bestimmt. Dabei ist die fu¨r eine Probe ermittelte Absorption bei 260 nm (A260)
dem Nukleinsa¨ure-Gehalt direkt proportional [139]:
ssDNA: 1 A260=33 µg/ml
dsDNA: 1 A260=50 µg/ml
RNA: 1 A260=40 µg/ml
Der aus A260 gegen die Absorption bei 280 nm (A280) gebildete Quotient gibt Aufschluss
u¨ber die Reinheit von Nukleinsa¨urelo¨sungen. Das Verha¨ltnis sollte fu¨r DNA bei 1,8-1,9
liegen, reine RNA weist einen Wert zwischen 1,9 und 2,1 auf. Ein Verha¨ltnis A260/A280
kleiner als 1,8 deutet auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder aromatischen Substanzen
wie Phenol hin.
Daru¨berhinaus wurden Konzentrationen von DNA-Lo¨sungen durch den Vergleich mit
einem geeigneten DNA-Molekulargewichtstandard (λEcoRI/HindIII, Fermentas), einem
Gemisch verschiedener DNA-Fragmente mit bekannter Konzentration und Gro¨ße, ermit-
telt. Die zu analysierenden Proben wurden parallel zur Referenzlo¨sung u¨ber Agarosegel-
elektrophorese aufgetrennt, das Gel mit Ethidiumbromid angefa¨rbt und die Konzentra-
tion durch Vergleich der Bandenintensita¨ten unter UV-Licht (UVT-28M, Herolab) ab-
gescha¨tzt.
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2.4 DNA-modifizierende Enzyme
2.4.1 Restriktionsendonukleasen
Zur Restriktion von Plasmid-DNA wurden Enzyme und geeignete Puffer der Firmen New
England Biolabs und Fermentas verwendet. Ein typischer Restriktionsansatz enthielt etwa
100 ng/µl Plasmid-DNA, Puffer, 0,5–1,0 U Enzym/100 ng DNA sowie A. dest. Analytische
Restriktionsansa¨tze wurden etwa 1 h, pra¨parative Ansa¨tze hingegen mindestens 4 h bei
empfohlener Temperatur inkubiert. Die Auftrennung der erzeugten Fragmente erfolgte
u¨ber Agarosegelelektrophorese.
2.4.2 Alkalische Phosphatase
Zur Verhinderung von Religation wurden 5´-Phosphatgruppen an den Enden linearisierter
Vektor-DNA mit Hilfe alkalischer Phosphatase aus Ka¨lberdarm (Fermentas) entfernt. Das
Enzym wurde 30 min vor Ende der Inkubationsdauer einer Restriktion zum Ansatz zuge-
geben. Durch Hitzeinaktivierung wa¨hrend 15 min bei 85 ◦C, nachfolgender Extraktion mit
Phenol/Chloroform und Fa¨llung der DNA wurde sichergestellt, dass keine enzymatischen
Restaktivita¨ten nachfolgende Klonierungsversuche beeintra¨chtigen konnten.
2.4.3 Polynukleotidkinase
Den mit Pfu-DNA-Polymerase generierten PCR-Produkten fehlten 5´-Phosphatgruppen
an den Enden. Folglich konnten die Produkte nicht in dephosphorylierte Vektoren ligiert
werden und mussten zuna¨chst mit Hilfe einer ATP-abha¨ngigen T4-Polynukleotidkinase
(Fermentas) phosporyliert werden. Fu¨r die Reaktionsansa¨tze wurde T4-DNA-Ligase-
Puffer (Fermentas), der bereits ATP enthielt, verwendet. Die weitere Vorgehensweise er-
folgte nach Herstellerangaben.
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2.4.4 Ligase
Unter geeigneten Pufferbedingungen katalysiert das Enzym T4-DNA-Ligase (Fermen-
tas) in Gegenwart von Mg2+-Ionen und ATP die Ligation von DNA-Fragmenten mit
u¨berha¨ngenden kompatiblen oder glatten Enden. In der Regel betrug das molare
Verha¨ltnis der zu klonierenden DNA zur Vektor-DNA 3:1 mit insgesamt maximal 100 ng
DNA/µl Reaktionsansatz. Die Proben wurden fu¨r 2 h bei 22 ◦C oder u¨ber Nacht bei 16 ◦C
inkubiert.
2.4.5 T4-DNA-Polymerase
5´- oder 3´-u¨berha¨ngende Enden von DNA-Fragmenten wurden unter geeigneten Re-
aktionsbedingungen mit Hilfe einer T4-DNA-Polymerase (Fermentas) bzw. des Klenow-
Fragments (Fermentas) aufgefu¨llt. Die Vorgehensweise richtete sich nach Herstelleranga-
ben.
2.5 Agarosegelelektrophorese und Elution von
DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
Diese Methode ermo¨glicht die Auftrennung von Nukleinsa¨uren aufgrund ihrer Gro¨ße und
Ladung. Dabei richtete sich die Konzentration der verwendeten Agarosegele nach den
erwarteten Gro¨ßen der aufzutrennenden Fragmente [139]. In der Regel wurden 1%ige
Agarosegele verwendet. Die Lo¨sung der Agarose erfolgte unter Aufkochen in TAE-Puffer,
anschließend wurde dem noch flu¨ssigen Gel 30 µg/l Ethidiumbromid zugesetzt. Die mit
Ladepuffer versetzten Nukleinsa¨ure-Proben wurden in horizontalen Agarosegelkammern
bei einer Feldsta¨rke von 5 V/cm (Power Pack 300, BioRad) aufgetrennt. Die Bestim-
mung der Fragmentla¨ngen erfolgte unter UV-Licht (UVT-28M, Herolab) durch Vergleich
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mit unterschiedlichen La¨ngenstandards (Fermentas Life Sciences, St. Leon-Rot). Fu¨r
RNA-Analysen wurden Elektrophoresekammern, Geltra¨ger und Ka¨mme vor Verwendung
gru¨ndlich mit A. dest. gereinigt.
Die Elution von DNA aus Agrosegelen erfolgte mit dem Qiaex II-System der Firma Qia-
gen (Hilden) nach Angaben des Herstellers. Das Verfahren basiert auf eine Extraktion
der DNA aus der Agarose u¨ber Adsorptionschromatographie. Zuna¨chst wurden die Aga-
rosestu¨cke mit der zu isolierenden DNA in Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen und
unter Erwa¨rmung geschmolzen. Bei hohen Salzkonzentrationen und in Abha¨ngigkeit vom
pH-Wert adsorbierte die DNA an eine Silica-Matrix, die durch Zentrifugation sedimentiert
wurde. Durch Abpipettieren des U¨berstandes und durch nachfolgende Waschschritte mit
Ethanol-haltigem Puffer wurden Verunreinigungen wie Agarose- und Ethidiumbromidre-
ste aus dem Sediment entfernt. Die Elution der DNA erfolgte in 15–30 µl A. dest. unter
Erwa¨rmung der Proben fu¨r 5 min bei 50 ◦C.
TAE-Puffer:
20 mM Natriumacetat, 1 mM EDTA, 40 mM Tris-Acetat pH 7,5
Ethidiumbromid-Stammlo¨sung:
10 mg/ml Ethidiumbromid in A. dest.
Ladepuffer (10fach konzentriert):
10% (w/v) Ficoll 400, 0,25% (w/v) Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol, 250 mM EDTA
pH 8,0
Kresolrot-Ladepuffer (5fach konzentriert):
1 mM Kresolrot, 60% (w/v) Saccharose
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2.6 PCR und Klonierung von PCR-Produkten
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur in vitro Amplifikation von
DNA-Abschnitten mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase. Sie verla¨uft in drei
Schritten. Zuna¨chst erfolgt eine Denaturierung der DNA bei einer hohen Temperatur
(Schritt 1). In einem zweiten Schritt hybridisieren unter geeigneten Bedingungen aus-
gewa¨hlte Oligonukleotide (Primer) an komplementa¨re Bereiche einer DNA. Im Elonga-
tionsschritt (Schritt 3) katalysiert die DNA-Polymerase unter Verwendung von freien Nu-
kleotiden schließlich die Synthese des DNA-Komplementa¨rstranges. Diese Schritte werden
in mehreren Zyklen wiederholt, dabei fungieren neu entstandene DNA-Stra¨nge ihrerseits
als Matrize. Fu¨r die Reaktionsansa¨tze wurden Taq-DNA-Polymerase von Thermus aqua-
ticus (Promega, Invitrogen oder MB Enzymes GmbH) und Pfu-DNA-Polymerase von
Pyrococcus furiosus (Promega) verwendet, die sich im Wesentlichen bezu¨glich ihrer Pro-
zessivita¨t und Fehlereinbaurate unterscheiden.
2.6.1 PCR mit spezifischen Primern
Die verwendeten Oligonukleotide sind in den nachfolgenden Abschnitten 2.8 und 2.14.2
angegeben.
Standard-PCR-Ansatz mit Taq-DNA Polymerase:
0,02–4 ng/µl DNA, 1× PCR-Puffer, 2 mM MgCl2, 0,25 mM dNTPs, je 0,5–1,0 µM Pri-
mer 1 und Primer 2 und 0,05 Units/µl DNA-Polymerase
Standard-PCR-Ansatz mit Pfu-DNA Polymerase:
0,02–10 ng/µl DNA, 1× PCR-Puffer, 2 mM MgSO4 (im Puffer enthalten), 0,25 mM
dNTPs, je 0,5–1,0 µM Primer 1 und Primer 2 und 0,1 Units/µl DNA-Polymerase
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Temperaturprofil:
Initiale Denaturierung 4 min bei 95 ◦C, je nach Anwendung bis zu 35 Zyklen mit den
Schrittfolgen Denaturierung 30 sec bei 95 ◦C, Hybridisierung 40 sec bei Tm–4
◦C und
Elongation 1 min/kb + 30sec (Taq-DNA-Polymerase) oder 2 min/kb + 30sec (Pfu-DNA-
Polymerase) bei 72 ◦C und ein finaler Elongationsschritt 5 min bei 72 ◦C. Es wurde ein
Thermocycler Primus 96 (MWG Biotech) eingesetzt.
Die Hybridisierungstemperatur wurde in der Regel um 4 ◦C niedriger gewa¨hlt als die vom
Hersteller angegebene bzw. berechnete niedrigste Schmelztemperatur eines Primers fu¨r
ein gewa¨hltes Primerpaar. Die Schmelztemperatur (Tm) eines Primers wurde mit Hilfe
der Gleichung Tm (
◦C)= 4 ◦C × (G+C) + 2 ◦C × (A+T) berechnet [157]. Sollten Pri-
meru¨berha¨nge an das zu amplifizierende Fragment angefu¨gt werden, blieb fu¨r die Berech-
nung der Schmelztemperatur und der Hybridisierungstemperatur der nichtkomplementa¨re
Bereich eines Primers zuna¨chst fu¨r die ersten 5 PCR-Zyklen unberu¨cksichtigt.
Primer wurden als 100 µM Stammlo¨sungen bei -20 ◦C gelagert und vor Verwendung auf
10 µM verdu¨nnt.
2.6.2 PCR mit degenerierten Primern
Die nachfolgend beschriebenen PCR-Bedingungen wurden optimiert fu¨r die Amplifika-
tion einer Prenyltransferase-Sequenz aus Chlamydomonas–cDNA-Banken (2.7) mit Hil-
fe der degenerierten Primer all-f1 5´-AT(CT)GA(CT)AAG(AG)T(GCT)AACAAGC-3´
(Tm 50,5
◦C) oder all-f3 5´-AT(ACT)GA(CT)AA(AG)(AG)T(AGCT)AA(CT)AA(AG)-
CC-3´ (Tm 49,8
◦C) und all-r1 5´-GTA(AG)AA(GC)AG(GC)TTCCA(AG)AT-3´
(Tm 49,1
◦C). Die Oligonukleotide wurden als 100 µM Stammlo¨sungen bei -20 ◦C gelagert
und vor Verwendung auf 10 µM verdu¨nnt.
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Standard-PCR-Ansatz (25 µl):
DNA, 1 × PCR-Puffer, 2 mM MgCl2, 0,25 mM dNTPs, 1,2 µM all-f1 oder all-f3, 1,2 µM
all-r1, 2% (v/v) DMSO oder 1 M Betain und 1,25 Units Taq-DNA-Polymerase
Wie unter 2.7 beschrieben handelte es sich bei der DNA um 50 ng isolierte Plasmid-DNA
einer cDNA-Bank oder um 1 µl Zellkultur aus einer Multiwellplatte oder um Zellmaterial
von einer Kolonie transformierter E. coli.
Temperaturprofil:
Initiale Denaturierung 4 min bei 95 ◦C; 30 Zyklen mit den Schrittfolgen Denaturierung
45 sec bei 95 ◦C, Hybridisierung 45 sec bei 47 ◦C und Elongation 60 sec bei 72 ◦C; finale
Elongation 5 min bei 72 ◦C
Es wurde ein PCR-Gera¨t Thermocycler Primus 96 (MWG Biotech) verwendet.
2.6.3 cDNA-Synthese mittels RT-PCR
Das One-Step-RT-PCR–System der Firma Qiagen ermo¨glichte die cDNA-Synthese in ei-
nem einzigen Reaktionsansatz mit einem Enzym-Mix. Dieser Mix enthielt sowohl Re-
verse Transkriptasen, die die Umschreibung von mRNA in komplementa¨re DNA (cDNA-
Erststrang) katalysierten, als auch die fu¨r die Generierung des zweiten DNA-Stranges und
fu¨r die cDNA-Amplifikation notwendige Taq-DNA-Polymerase. Die Anwendung erfolgte
nach Herstellerangaben.
Dagegen wurde zur Vermeidung von Fehlereinbauten durch Taq-DNA-Polymerase die
Synthese von cDNA in zwei Schritten durchgefu¨hrt. Fu¨r die Reverse-Transkription-
Reaktion wurde die MMLV (Moloney murine leukemia virus) Reverse Transkriptase
(RNase H Minus, Promega) verwendet, anschließend wurden in einem zweiten Re-
aktionsansatz DNA-Zweitstrang-Synthese und Amplifikation der cDNA mit Pfu-DNA-
Polymerase (Promega) erreicht. Die Vorgehensweise richtete sich nach Herstellerempfeh-
lungen unter Nutzung eines Thermocycler Primus 96 (MWG Biotech).
43
2. MATERIAL UND METHODEN
2.6.4 Klonierung von PCR-Produkten
PCR-Produkte wurden u¨ber Agarosegelelektrophorese getrennt, aus dem Gel eluiert und
kloniert. Taq-DNA-Polymerase-Produkte besitzen typischerweise an den 3´-Enden ein
Adenin, so dass sie nach Aufreinigung in pGEMr-T (Promega), einem Vektor mit
3´-Thymidin-U¨berha¨ngen, ligiert werden konnten. Da die Pfu-DNA-Polymerase keine
terminale Transferase-Aktivita¨t besitzt, wurden diese PCR-Produkte zuna¨chst phospho-
ryliert und anschließend in einen SmaI-geschnittenen dephosphorylierten pUC19-Vektor
ligiert. Die Ligationsansa¨tze wurden fu¨r die Transformation von E. coli DH5α-Zellen ver-
wendet.
Zur Erzeugung von Eingangskonstrukten fu¨r das Gateway-System (Invitrogen, Ab-
schnitt 2.8.2) wurden die zu klonierenden offenen Leserahmen zuna¨chst in PCR-
Reaktionen amplifiziert, wobei am 5´-Ende vor dem Startcodon ATG eine zusa¨tzliche
Basenfolge CACC angefu¨gt wurde. Diese Basenfolge ist zu einem GTGG-U¨berhang im
Vektor pENTR/SD/D-TOPOr komplementa¨r, so dass auf diese Weise die Orientierung
des PCR-Produktes im Vektor gezielt beeinflusst wird. Im Gegensatz zu herko¨mmlichen
Klonierungsverfahren beruht das TOPOr–System auf der Wirkung von Topoisomerase I
aus dem Vaccinia Virus [149]. Das Enzym erzeugt DNA-Strangbru¨che an spezifischen
Stellen (CCCTT) und bindet kovalent an 3´–Phosphatgruppen der DNA. Die Bindung
des Enzyms ist reversibel, wenn 5´–Hydroxygruppen von DNA dort angreifen. In diesem
Fall kommt es zu einer Freisetzung des Enzyms. Klonierungen erfolgten nach Angaben
des Herstellers. Fu¨r die selektive Anzucht von E. coli TOP10-Transformanten enthielt
LB-Medium 50 µg/ml Kanamycin.
2.6.5 Sequenzierung und Analyse von Sequenzdaten
Die Basenabfolgen PCR-amplifizierter DNA-Fragmente wurden durch Sequenzie-
rung verifiziert. Auswertung und Analyse von Sequenzdaten erfolgten an einem
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PC unter Nutzung folgender Systeme: Chromas 2.23 zur Darstellung von Chro-
matogrammen und Editierung von Sequenzdaten, http://www.technelysium.com.au;
CLUSTAL X 1.81 zur Analyse von Sequenzhomologien [162, 66]; Jene 1.0 zur Dar-
stellung von Sequenzen nach Analyse mit CLUSTAL X, von Herrn Dipl.-Inform.
Ramin Sadre; Clone Manager 5.10 zur Editierung und Darstellung von Sequen-
zen, Erstellung von Konstruktkarten, Scientific & Educational Software; BLAST
zum Vergleich von Sequenzen mit Sequenzen verschiedener NCBI-Datenbanken,
National Center of Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov, [2,
143]; CyanoBase, eine Datenbank mit genomischen Sequenzen verschiedener Cyano-
bakterien, http://www.kazusa.or.jp/cyano/Synechocystis [73, 71, 72]; TMHMM 2.0,
zur Voraussage von Transmembrandoma¨nen in abgeleiteten Aminosa¨uresequenzen,
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0; ChloroP, zur Voraussage von plastida¨ren
Zielsequenzen, [29].
2.7 Absuchen von Chlamydomonas reinhardtii
cDNA-Banken
Als Ausgangsmaterial fu¨r die Isolierung von Prenyltransferase-Sequenzen aus Chlamy-
domonas reinhardtii CC-1690 dienten zwei cDNA-Banken des Chlamydomonas Centre
(http://www.chlamy.org/libraries.html). Titerbestimmungen, Amplifikation und Excision
fu¨r diese Banken erfolgten nach Anleitung fu¨r das Zap-cDNAr Gigapackr III Gold Clo-
ning Kit (Stratagene). Zur Isolierung gro¨ßerer Mengen Plasmid-DNA wurden zuna¨chst
aus 50 ml u¨ber-Nacht-Kultur SOLR-Zellen geerntet und in 10 mM MgSO4 auf eine OD600
von 1,0 resuspendiert. Zwanzig Milliliter dieser Zellsuspension wurden mit Phagenlysat
(nach Excision, fu¨r etwa 1 × 106 Kolonie-bildende Einheiten) vermischt. Nach Inkubation
wa¨hrend 20 min bei 37 ◦C wurde die Suspension auf 50 große LB-Platten mit 50 µg/ml
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Carbenicillin ausgestrichen. Die Platten wurden u¨ber Nacht bei 37 ◦C inkubiert. Am
na¨chsten Tag wurden die Zellen von den Platten abgeschwemmt und sedimentiert. Aus
diesen Zellen wurde in Maxipra¨parationen Plasmid-DNA isoliert.
Elektrokompetente XL1-Blue-Zellen wurden mit 100 pg der zuvor pra¨parierten Plasmid-
DNA einer cDNA-Bank transformiert. Nach Regeneration der Zellen wurde 150 µl LB-
Selektionsmedium, in jeder Vertiefung (Well) einer sterilen 96er-Multiwellplatte, mit 2 µl
Transformationsansatz beimpft. Die Platte wurde unter leichtem Schu¨tteln fu¨r 16 h bei
37 ◦C oder fu¨r 19 h bei 30 ◦C inkubiert. Am na¨chsten Tag wurde von jedem Well 1 µl Kul-
tur in jeweils eine PCR-Reaktion mit degenerierten Primern (Abschnitt 2.6.2) eingesetzt.
Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nur wenige Ansa¨tze (<10)
enthielten unter den gewa¨hlten Bedingungen eine spezifische Produktbande im Vergleich
zur Negativkontrolle (ohne DNA). Entsprechend der sta¨rksten Bandenintensita¨t wurden
einige Wells fu¨r eine weitere Screening-Runde ausgewa¨hlt. Dazu wurden die Bakterien-
kulturen 1:1000 verdu¨nnt und fu¨r jede verdu¨nnte Zellsuspension eine neue Mikrotiter-
platte mit 1 µl Zellsuspension/Well wie zuvor beschrieben angelegt, inkubiert und erneut
u¨ber PCR analysiert. Durch diese zweite Verdu¨nnung und Kultivierung in Flu¨ssigkultur
war es mo¨glich, positive Klone weiter anzureichern. Nach bis zu zwei Screening-Runden
in Flu¨ssigkultur wurden 100 µl 1:105-Kulturverdu¨nnungen ausgewa¨hlter Wells auf LB-
Festmedium mit 50 µg/ml Carbenicillin ausgestrichen. Die Platten wurden u¨ber Nacht bei
37 ◦C inkubiert. Nach Kolonie-PCRs wurden mehrere Klone fu¨r cDNA-Sequenzierungen
ausgewa¨hlt.
2.8 Expressionsstudien in Escherichia coli
Fu¨r die funktionale Expression von Prenyltransferase-Sequenzen von Synechocystis sp.,
Arabidopsis und Chlamydomonas in E. coli wurden zwei verschiedene Systeme genutzt.
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2.8.1 Das QIAexpress-System
Das QIAexpress-System (Qiagen) beinhaltet die Verwendung von pQE-Vektoren. Damit
basiert die Expression klonierter offener Leserahmen auf ein T5-Promotor-Transkrip-
tions-/Translationssystem und wird durch die Bindung eines lac-Repressorproteins an
Operatorsequenzen negativ reguliert. Das Gen lacI fu¨r das Repressorprotein befindet
sich auf dem Plasmid pREP4 und wird konstitutiv exprimiert. Erst durch Zugabe von
Isopropyl-β-D-thiogalactosid (IPTG), das an das lac-Repressorprotein bindet und es in-
aktiviert, wird die Expression vom pQE-Vektor induziert.
Der offene Leserahmen slr1736 (927 bp) fu¨r die Prenyltransferase SynHPT wurde mit-
tels PCR in einem Taq-DNA-Polymerase-Reaktionsansatz unter Verwendung des spezifi-
schen Primer-Paares 1736-f2 5´-ATGGCAACTATCCAAGCTTTTTGG-3´(Tm 59,3
◦C)
und 1736-r2 5´-CTAAAAAATAGTATTAGAAAAATTAGG-3´(Tm 52,8
◦C) aus ge-
nomischer DNA von Synechocystis sp. PCC 6803 amplifiziert und wie unter 2.6.4
beschrieben in den Vektor pGEMr-T kloniert. In einem zweiten PCR-Ansatz mit
Pfu-DNA-Polymerase und Plasmid-DNA eines E. coli–Klons wurden mit den Pri-
mern 1736-F 5´-AGGATCCATGGCAACTATCCAAGCT-3´(Tm 63,0
◦C) und 1736-R
5´-AGGATCCCTAAAAAATAGTATTAGAAAAA-3´(Tm 57,2
◦C) flankierende BamHI-
Schnittstellen an slr1736 angefu¨gt. Die PCR-Produkte wurden in den mit SmaI linearisier-
ten und dephosphorylierten Vektor pUC19 ligiert und nach Klonierung sequenziert. Fu¨r
die Erzeugung des Expressionskonstruktes wurde der offene Leserahmen fu¨r SynHPT mit
BamHI aus dem Zwischenkonstrukt pUC19-slr1736 rausgeschnitten und in die BamHI-
Schnittstelle eines modifizierten pQE60-Vektors mit deletierter NcoI-Schnittstelle ligiert
und in E. coli transformiert. Die Orientierung des offenen Leserahmens slr1736 zum Pro-
motor wurde durch Restriktionsanalysen mit isolierter Plasmid-DNA ausgewa¨hlter Klone
verifiziert. Das fu¨r die funktionale Expression verwendete chima¨re Konstrukt ist in der
vorliegenden Arbeit als pQE60-SynHPT aufgefu¨hrt. Eine Plasmidkarte fu¨r dieses Kon-
strukt befindet sich im Anhang (Abbildung B.1).
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E. coli SG13009–Zellen, die das Repressorplasmid pREP4 sowie das pQE-Expressions-
konstrukt trugen, wurden in LB-Medium mit 50 µg/ml Carbenicillin und 25 µg/ml Kana-
mycin u¨ber Nacht bei 37 ◦C unter Schu¨tteln kultiviert. Am na¨chsten Morgen wurden
200 ml des gleichen Mediums im 2-l-Erlenmeyerkolben mit der Vorkultur auf eine OD600
von 0,1 inokuliert. Die Hauptkultur wurde bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 wie
oben beschrieben angezogen. Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von
IPTG in einer Endkonzentration von 1 mM, danach wurde die Kultur fu¨r weitere 2 h
bei 37 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert, mit 50 mM Bis Tris
Propan/HCl pH 7,5 gewaschen und bis zur weiteren Verwendung kurzfristig bei -20 ◦C
gelagert.
2.8.2 Das GatewayTM-System
Das GatewayTM -System (Invitrogen) ermo¨glicht die schnelle Klonierung einer DNA-
Sequenz in verschiedene Vektoren fu¨r funktionale Expressionsstudien in pro- und eu-
karyotischen Organismen. Diese Technik beruht auf den Eigenschaften des Bakterio-
phagen Lambda zur sequenzspezifischen DNA-Rekombination. Ein offener Leserahmen
wird zuna¨chst u¨ber PCR amplifiziert und u¨ber gerichtete TOPO-Klonierung in den Ein-
gangsvektor pENTR/SD/D-TOPO (entry vector) eingebracht (2.6.4), so dass sich die
Sequenz nun zwischen zwei Rekombinationsstellen (attachment sites) attL1 und attL2
befindet. Die Generierung des Expressionskonstruktes erfolgt aus dem erzeugten Ein-
gangskonstrukt und einem pDEST-Zielvektor (Destination vector, mit T7-Promotor) und
ist vergleichbar mit der Excision des Lambda-Phagen-Genoms aus dem bakteriellen Chro-
mosom beim U¨bergang zum lytischen Zyklus. Bei Zugabe des LR-ClonaseTM -Mixes, der
die Proteine Int (λ-Integrase), IHF (Integration host factor aus E. coli) und Xis (λ-
Excisionase) entha¨lt, rekombinieren die beiden attL-Stellen des Eingangskonstruktes mit
attR-Stellen (attR1 und attR2) des Zielvektors pDEST. Es entstehen zwei Plasmide, bei
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denen es sich um das Expressionskonstrukt sowie um ein Nebenprodukt handelt. Der
Rekombinationsansatz wird in E. coli transformiert. Der Erfolg bei der Klonierung ist
dadurch gesichert, dass der Zielvektor pDEST das Gen (ccdB) enha¨lt, dessen Produkt fu¨r
gewo¨hnlich fu¨r E. coli -Sta¨mme letal ist. Dieses Gen liegt nach erfolgter LR-Rekombination
nur im Nebenprodukt vor. Bakterienzellen, die den Leervektor pDEST oder das Neben-
produkt enthalten, ko¨nnen nicht u¨berleben. Ein zweiter Selektionsdruck wird durch die
Kultivierung transformierter E. coli -Zellen auf LB-Platten mit 50 µg/ml Carbenicillin
ausgeu¨bt, da nur pDEST-Vektoren bzw. die aus der LR-Reaktion hervorgegangenen Ex-
pressionskonstrukte eine Resistenz gegenu¨ber das Antibiotikum vermitteln. Der Vektor
pDEST14 erlaubt die Expression eines klonierten offenen Leserahmens ohne zusa¨tzliche
Modifikationen, wa¨hrend pDEST15 Expressionsprodukte mit N-terminaler Glutathion-S-
Transferase(GST)-Fusion liefert.
Der offene Leserahmen slr1736 fu¨r SynHPT wurde mittels PCR in einem Pfu-
DNA-Polymerase-Reaktionsansatz unter Verwendung des Primer-Paares GW-1736-F
5´-CACCATGGCAACTATCCAAGCTTTTTGG-3´(Tm 65,1
◦C)/GW-1736+Stop-R
5´-GTCAAAAAATAGTATTAGAAAAATTAGG-3´(Tm 54,9
◦C) und Plasmid-DNA
pUC19-slr1736 (Abschnitt 2.8.1) wie unter 2.6.4 beschrieben am 5´-Ende modifiziert,
amplifiziert und in pENTR/SD/D-TOPO kloniert. Anschliessend wurde slr1736 u¨ber
LR-Rekombination nach Herstellerangaben in den Expressionsvektor pDEST14 eingefu¨gt.
Das chima¨re Konstrukt wurde in der vorliegenden Arbeit pDEST14-SynHPT genannt,
eine entsprechende Plasmidkarte befindet sich im Anhang (Abbildung B.1).
Die fu¨r die Arabidopsis–Prenyltransferase AtHPT1 codierende cDNA (1182 bp,
At2g18950) wurde ausgehend von aus Arabidopsis-Bla¨ttern pra¨parierter mRNA mit-
tels RT-PCR amplifiziert. Dazu wurde das Primerpaar AT-f 5´-GATGGAGTCTCT-
GCTCTCTAG-3´(Tm 59,8
◦C) und AT-rI 5´-GTCACTTCAAAAAAGGTAACAGC-3´
(Tm 57,1
◦C) verwendet. In einer zweiten PCR-Reaktion mit Pfu-DNA-Polymerase
wurden mit den Primern AT-f-BamHI 5´-AGGATCCATGGAGTCTCTGCTCTC-3´
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(Tm 64,4
◦C) und AT-r-BamHI 5´-AGGATCCTCACTTCAAAAAAGGTAACAG-3´
(Tm 62,2
◦C) flankierende BamHI-Schnittstellen angefu¨gt. Das aufgereinigte PCR-
Produkt wurde in den mit SmaI linearisierten und dephosphorylierten Vek-
tor pUC19 kloniert und sequenziert. Fu¨r AtHPT1 als Pra¨protein oder als rei-
fes Protein durch Deletion von 37 Aminosa¨uren am N-Terminus wurde die in
pUC19 klonierte cDNA-Sequenz in PCR-Ansa¨tzen mit den Primern GW-AtPT-F
5´-CACCATGGAGTCTCTGCTCTCTAG-3´(Tm 64,4
◦C) oder GW-AtPT-D37-F
5´-CACCATGGATTCGAGTAAAGTTGTCGCA-3´(Tm 65,1
◦C) in Kombination
mit dem Primer GW-AtPT+Stop-R 5´-GTCACTTCAAAAAAGGTAACAGCAAG-3´
(Tm 60,1
◦C) amplifiziert und modifiziert. Die aufgereinigten PCR-Produkte wur-
den wie unter 2.6.4 beschrieben in pENTR/SD/D-TOPO und anschliessend u¨ber
LR-Rekombination nach Herstellerangaben in die Expressionsvektoren pDEST14 und
pDEST15 kloniert (Anhang, Abbildung B.3).
Fu¨r die Arabidopsis–Prenyltransferase AtHPT2 (At3g11950) wurde ausgehend von
mRNA aus Bla¨ttern mittels RT-PCR unter Nutzung des Primerpaares At-BAB-f
5´-ATGGAGCTCTCGATCTCACAATCAC-3´(Tm 63,0
◦C)/At-BAB-r 5´-TCAGAA-
GGACATATCCTTGATGTATG-3´(Tm 60,1
◦C) und Pfu-DNA-Polymerase ein cDNA-
Bereich mit 3´-untranslatierter Region amplifiziert und in pUC19 kloniert. Die Primer
waren von der in der NCBI-Datenbank (National Center of Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, [2, 143]) angegebenen Nukleinsa¨uresequenz fu¨r das Pro-
tein BAB03104 abgeleitet worden. Bei dieser Sequenz handelte es sich um eine aus
genomischen Informationen zusammengefu¨gte Basenabfolge. Sequenzierungen des klo-
nierten cDNA-Bereichs deckten auf, dass abgesehen von der 3´-untranslatierten Re-
gion in der fu¨r BAB03104 angegebenen codierenden Nukleinsa¨uresequenz außerdem
zwei Insertionen vorhanden sind. Fu¨r AtHPT2 als Pra¨protein oder als reifes Protein
durch Deletion von 69 Aminosa¨uren am N-Terminus wurde der codierende Bereich der
cDNA-Sequenz mit Pfu-DNA-Polymerase unter Verwendung der Primer GW-AtBAB-F
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5´-CACCATGGAGCTCTCGATCTCAC-3´(Tm 64,2
◦C) bzw. GW-AtBAB-D69-F
5´-CACCATGGCATGTTCTCAGGTTGGTG-3´(Tm 66,4
◦C) in Kombination mit
GW-AtBAB+Stop-R 5´-GTCAGAGGAAGGGGAATAACAGATAC-3´(Tm 63,2
◦C) am-
plifiziert und am 5´-Ende modifiziert. Die PCR-Produkte wurden wie unter 2.6.4 be-
schrieben in pENTR/SD/D-TOPO und anschliessend u¨ber LR-Rekombination nach Her-
stellerangaben in die Expressionsvektoren pDEST14 und pDEST15 kloniert (Anhang,
Abbildung B.4).
Fu¨r die Chlamydomonas-Prenyltransferase CrHPT2 als Pra¨protein oder als reifes Prote-
in durch Deletion von 52 Aminosa¨uren am N-Terminus wurde unter Verwendung der
isolierten Plasmid-DNA eines sequenzierten cDNA-Klons (Abschnitt 2.7) die cDNA-
Sequenz in PCR-Ansa¨tzen mit Pfu-DNA-Polymerase und den Primern GW-Chl-F
5´-CACCATGGACCTTTGCAGCTCAACTG-3´(Tm 66,4
◦C) oder GW-Chl-D52-F
5´-CACCATGGCGGTCCCCGCTCCCCT C-3´(Tm 74,5
◦C) in Kombination mit dem
Primer GW-Chl+Stop-R 5´-ATCACAGGAACGGCAGCAGCGCGTAC-3´(Tm 69,5
◦C)
amplifiziert und modifiziert. Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden wie unter 2.6.4
beschrieben in pENTR/SD/D-TOPO und anschliessend u¨ber LR-Rekombination nach
Herstellerangaben in die Expressionsvektoren pDEST14 und pDEST15 kloniert (Anhang,
Abbildung B.5).
Funktionale Expressionsstudien wurden mit dem E. coli -Stamm BL21-AITM (Invitrogen)
durchgefu¨hrt, der dazu mit einem der oben beschriebenen Plasmide transformiert wor-
den war. Dieser Stamm ist Protease-defizient, dadurch ist die Degradation rekombinanter
Proteine reduziert. Außerdem liegt das Gen fu¨r T7-RNA-Polymerase auf dem Bakterien-
chromosom im araB-Locus und wird durch den araBAD-Promotor reguliert. Die Expres-
sion des T7-RNA-Polymerase-Gens wird u¨ber L(+)-Arabinose induziert und fu¨hrt zur
Expression eines offenen Leserahmens im pDEST-Konstrukt. Klone mit den verschiede-
nen Konstrukten wurden in LB-Medium mit 50 µg/ml Carbenicillin u¨ber Nacht bei 37 ◦C
unter Schu¨tteln kultiviert. Am na¨chsten Morgen wurden 200 ml des gleichen Mediums im
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2-l-Erlenmeyerkolben mit einer Vorkultur auf eine OD600von 0,1 angeimpft. Die Haupt-
kultur wurde bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 wie oben beschrieben angezogen. Die
Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von Arabinose in einer Endkonzentration
von 0,2% (w/v). Danach wurde die Kultur fu¨r weitere 2 h bei 37 ◦C unter Schu¨tteln
inkubiert. Die Zellen wurden sedimentiert, mit 50 mM Bis Tris Propan/HCl pH 7,5 (bei
SynHPT oder AtHPT1) oder Tricin pH 8,0 (bei AtHPT2 oder CrHPT2) gewaschen und
bis zur weiteren Verwendung kurzfristig bei -20 ◦C gelagert.
2.8.3 Pra¨paration von Escherichia coli–Membranen
Die nachfolgend beschriebenen Schritte wurden bei 4 ◦C durchgefu¨hrt. Die sedimentier-
ten Zellen aus bis zu 200 ml Kultur wurden in einem 50-ml-Kunststoffgefa¨ß in 5 ml vor-
geku¨hltem Aufarbeitungspuffer resuspendiert und durch 5malige Ultraschallbehandlung
fu¨r jeweils 1 min bei 50% Puls (Sonoplus GM 70, Stab MS72/D, Bandelin) lysiert. Nach
Abtrennung von Zellresten durch Zentrifugation wa¨hrend 12 min bei 4000 × g wurden
die Membranen aus dem U¨berstand durch Ultrazentrifugation (L-50, 50.2Ti-Rotor, Beck-
mann) fu¨r 40 min bei 190000 × g sedimentiert und in bis zu 200 µl Puffer resuspendiert.
Durch Zentrifugation bei 20000 × g fu¨r 30 sec wurden nicht vollsta¨ndig resuspendierte An-
teile abgetrennt. Aliquots des U¨berstandes wurden in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren
und bei -80 ◦C gelagert.
Aufarbeitungspuffer
200 µM Pefabloc SC (4-(2-Aminoethyl)-benzolsulfonyfluorid, Serinproteasen-Inhibitor, Roche
Diagnostics) in 50 mM Bis-Tris-Propan pH 7,5 fu¨r SynHPT und AtHPT1 oder in Tricin pH 8.0
fu¨r AtHPT2 und CrHPT2
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2.8.4 Proteinbestimmung
Die Proteinbestimmung nach Bradford [12] beruht auf der Bindung von Coomassie Bril-
liant Blue G-250 an Proteine, wobei es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums
des Farbstoffes von 465 nm nach 595 nm kommt. U¨ber die Zunahme der Absorption bei
595 nm im Bradford-Reagenz bei Zugabe von Proteinen la¨sst sich der Proteingehalt einer
Lo¨sung bestimmen, der Test ist allerdings sto¨ranfa¨llig fu¨r Detergenzien, wie CHAPS, SDS
oder Triton-X-100.
Wenige Mikroliter einer Lo¨sung unbekannter Proteinkonzentration wurden mit 1 ml
Bradford-Reagenz vermischt und fu¨r 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach pho-
tometrischer Messung (Smart Spec 3000, BioRad) bei 595 nm gegen 1 ml des protein-
freien Reagenz erfolgte die quantitative Bestimmung der Gesamtproteine der Probe auf
der Basis einer zuvor ermittelten linearen Eichreihe mit BSA (Bovines Serumalbumin,
Sigma-Aldrich).
Bradford-Reagenz:
100 mg/l Coomassie G-250, 50 ml/l 96% (v/v) Ethanol, 100 ml/l 85% (v/v) Phosphorsa¨ure
Das Reagenz ist erst nach u¨ber-Nacht-Inkubation auf einem Ru¨hrer und 2maliger Filtration
gebrauchsfertig.
2.8.5 Western Blot–Analysen
2.8.5.1 Denaturierende SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Proteine wurden aus Proteingemischen mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) aufgetrennt [88]. Die verwendeten SDS-Polyacrylamidgele setzten sich
aus einem 10%igen Trenngel und einem 3,5%igen Sammelgel, mit dem das Trenngel
u¨berschichtet wurde, zusammen. Wie in Tabelle 2.1 angegeben wurden fu¨r Trenn- und
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Sammelgel verschiedene Lo¨sungen vermischt und die Polymerisation durch Zugabe von
N,N,N´,N´-Tetramethyldiamin (TEMED) gestartet. Die Gele wurden nacheinander zwi-
schen Glasplatten in einer Haltevorrichtung gegossen.
Tabelle 2.1: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fu¨r zwei Gele.
Komponente Trenngel Sammelgel
A. dest. 6,6 ml 1,18 ml
Acrylamid/Bisacrylamid 4,2 ml 233 µl
Trenngelpuffer 1,6 ml -
Sammelgelpuffer - 590 µl
SDS-Lo¨sung 63 µl 10 µl
APS-Lo¨sung 100 µl 20 µl
TEMED 10 µl 1,5 µl
Acrylamid/Bisacrylamid:
30% (w/v) Acrylamid, 0,8% N,N´-Bisacrylamid (Sigma-Aldrich, fertige Lo¨sung)
Trenngelpuffer:
3 M Tris-HCl pH 8,8
Sammelgelpuffer:
0,5 M Tris-HCl pH 6,9
SDS-Lo¨sung:
20% (w/v) SDS in A. dest.
APS-Lo¨sung:
10% (w/v) Ammoniumpersulfat, frisch angesetzt
Vor der Auftragung auf ein SDS-Polyacrylamid-Gel wurden 100 µg Protein eines zu ana-
lysierenden Proteingemisches in 100 µl wa¨ssriger Lo¨sung mit 20 µl 40% Trichloressigsa¨ure
wa¨hrend 15 min auf Eis gefa¨llt und wa¨hrend 10 min bei 20000 × g sedimentiert. Das
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Pellet wurde in 50–100 µl Probenpuffer aufgenommen und der pH mit 1–2 µl 1 M Tris-
HCl wieder hergestellt, erkennbar an dem Farbumschlag von gelb nach blau. Anschließend
wurden die Proteine wa¨hrend 3 min bei 95 ◦C denaturiert. Der Molekulargewichtstandard
Prestained Protein Marker (Broad Range, New England Biolabs) wurde nach Hersteller-
angaben verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einer
vertikalen Gelelektrophoreseapparatur (Mini-Protean 3 Cell, Biorad) in Elektrophorese-
puffer bei 100 V fu¨r das Sammelgel und bei 200 V fu¨r das Trenngel.
SDS-Probenpuffer (3fach konzentriert):
3,7 ml 0,5 M Tris-HCl pH 6,8, 7,5 ml 20% SDS, 24 µl 0,5 M EDTA pH 8,0, 18 g Sucrose, 15 mg
Bromphenolblau, mit Wasser auf 50 ml auffu¨llen Kurz vor Gebrauch wurde 1 ml Probenpuffer
mit 30 µl 2,6 M DTT versetzt.
Elektrophoresepuffer:
25 mM Tris-HCl pH 8,3, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS in A. dest.
2.8.5.2 Elektrotransfer der Proteine auf PVDF-Membranen und immun-
chemische Detektion
Die aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe eines Semi-Dry-Elektroblotverfahrens [86]
aus SDS-Polyacrylamid-Gelen auf hydrophobe PVDF-Membranen (Roche, Mannheim)
u¨bertragen. Die Blottingapparatur (V20 SDB, Carl Roth) setzte sich zwischen Kathode
und Anode aus mehreren Schichten Filterpapier (GB004, Schleicher & Schuell, Dassel),
PVDF-Membran und Gel zusammen, die zuvor in verschiedenen Puffern a¨quilibriert wur-
den. Die unten liegende Anode der Apparatur wurde mit Anodenpuffer 1 benetzt, darauf
folgten zwei Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer 1, eine Lage Filterpapier mit Anoden-
puffer 2, eine PVDF-Membran kurz gespu¨lt in Methanol und anschliessend a¨quilibriert
in Anodenpuffer 2, das Gel gespu¨lt in Kathodenpuffer, drei Lagen Filterpapier mit Ka-
thodenpuffer und schließlich die Kathode. Die Blotdauer betrug 60 min bei 90 mA. Die
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Vollsta¨ndigkeit des Transfers wurde durch Coomassie-Fa¨rbung des Gels u¨berpru¨ft. Mit-
tels einer Ponceau-Fa¨rbung wurden die u¨bertragenen Proteine auf der PVDF-Membran
nachgewiesen.
Zur spezifischen Detektion von GST-Fusionproteinen wurde die Membran zuna¨chst fu¨r
mindestens 1 h bei Raumtemperatur in 30 ml Blockinglo¨sung geschu¨ttelt, 2-mal kurz
mit 0,5% (w/v) Milchpulver in TTBS-Puffer gespu¨lt und dann in Antiko¨rperlo¨sung 1
u¨ber Nacht bei 4 ◦C auf einem Schu¨ttler inkubiert. Ungebundene Antiko¨rper wurden
durch 3maliges Waschen der Membran fu¨r 10 min in TTBS-Puffer bei Raumtemperatur
entfernt, bevor die Inkubation fu¨r 1 h bei Raumtemperatur in Antiko¨rperlo¨sung 2 auf
einem Schu¨ttler erfolgte. Anschließend wurde die PVDF-Membran wie bereits beschrieben
in TTBS-Puffer gewaschen und gleichma¨ßig mit Lumi-Light-Western-Blotting-Substrat
(Roche Diagnostics) bedeckt. Die Detektion der Chemilumineszenz-Signale erfolgte mit
Hilfe eines Bioimagersystems (LAS1000, AIDA V3.11.002, Raytest, Straubenhardt).
Anodenpuffer 1:
300 mM Tris-HCl pH 10,4
Anodenpuffer 2:
25 mM Tris-HCl pH 10,4
Kathodenpuffer:
40 mM Aminohexansa¨ure, 25 mM Tris-HCl pH 9,4
Coomassie-Fa¨rbelo¨sung [104]:
0,2% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250 in Methanol/Eisessig/Wasser (3:1:6, v/v/v) Das
Gel wurde anschließend in Methanol/Eisessig/Wasser (3:1:6) wa¨hrend 1–4 h zum Teil wieder
entfa¨rbt.
Ponceau-Fa¨rbelo¨sung:
0,1% (w/v) Ponceau S, 5% Essigsa¨ure Die Fa¨rbung erfolgte durch Inkubation fu¨r nur wenige
Minuten in Ponceau-Fa¨rbelo¨sung, u¨berschu¨ssige Farbe wurde vorsichtig mit A. dest. entfernt.
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TTBS-Puffer:
20 mM Tris-HCl pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween 20
Blockinglo¨sung:
10% (w/v) Milchpulver in TTBS-Puffer oder 1% (w/v) alkali-lo¨sliches Casein (Merck) in TTBS-
Puffer
Antiko¨rperlo¨sung 1:
kurz vor Gebrauch angesetzte 1:10000 Verdu¨nnung des GST-Tag-Antiko¨rpers(Maus, Novagen)
in 0,5% (w/v) Milchpulver in TTBS-Puffer
Antiko¨rperlo¨sung 2:
kurz vor Gebrauch angesetzte 1:1000 Verdu¨nnung des Peroxidase-konjugierten Antiko¨rpers
(Ziege-anti-Maus-HRP-Konjugat, Qiagen) in 0,5% (w/v) Milchpulver in TTBS
2.9 Chloroplasten-Hu¨llmembranen aus Spinat
Frische Spinat-Bla¨tter wurden gewaschen, entstielt und von Mittelrippen befreit. Vor Be-
ginn der Aufarbeitung wurden Gera¨tschaften, Puffer und Lo¨sungen auf 4 ◦C vorgeku¨hlt.
800 g des vorbereiteten Pflanzenmaterials wurden portionsweise mit dem 2fachen Volu-
men Suspensionsmedium im Waring Blendor (Waring) bei kleinster Stufe wa¨hrend 3-mal
3 sec homogenisiert. Anschließend wurde das Homogenat durch drei Lagen Nylongewebe
in 500-ml-Zentrifugenbecher filtriert und fu¨r 5 min bei 3000 × g und 4 ◦C zentrifugiert.
Nachdem die Sedimente in insgesamt 40 ml Suspensionsmedium vorsichtig resuspendiert
worden waren, wurden jeweils 10 ml dieser Suspension auf einen Percollgradienten pi-
pettiert und 5 min bei 3500 × g und 4 ◦C in einem Ausschwingrotor zentrifugiert. Die
dunkelgru¨ne Bande mit intakten Chloroplasten (auf dem 90% Percoll-Kissen) wurde mit
Hilfe einer Pasteurpipette abgezogen und in frische 50-ml-Kunststoffgefa¨ße u¨berfu¨hrt. An-
schließend wurden die intakten Chloroplasten 2-mal mit 10fachem Volumen Suspensions-
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medium gewaschen, um Percoll-Reste zu entfernen. Zur Pra¨paration der Chloroplasten-
Hu¨llmembranen wurden die intakten Chloroplasten in insgesamt 40 ml Schockmedium
resuspendiert und die Suspension auf vier Saccharose-Gradienten verteilt. Die anschlie-
ßende Zentrifugation (L-50, Beckmann) fu¨r 1 h bei 100000 × g und 4 ◦C unter Nutzung
eines Ausschwingrotors (SW28, Beckmann) fu¨hrte zur Abtrennung der Chloroplasten-
Hu¨llmembranen von Organellresten als leuchtend gelbe Bande. Die entsprechenden Frak-
tionen wurden in frische Zentrifugengefa¨ße u¨berfu¨hrt und mit Schockmedium gewaschen.
Die Sedimente mit Chloroplasten-Hu¨llmembranen wurden in mo¨glichst geringem Volumen
50 mM Tricin pH 7,5 aufgenommen, vereinigt, portioniert, schockgefroren in flu¨ssigem
Stickstoff und bis zur weiteren Verwendung bei -80 ◦C gelagert.
Suspensionsmedium:
0,33 M Sorbit, 50 mM Tris-HCl pH 7,8
Schockmedium:
4 mM MgCl2, 10 mM Tricin pH 7,8
90% (v/v) Percoll-Lo¨sung:
90% (v/v) Percoll (Sigma-Aldrich), 0,33 M Sorbit, 50 mM Tris-HCl pH 7,8
45% (v/v) Percoll-Lo¨sung:
90% Percoll-Lo¨sung 1:1 verdu¨nnt mit Suspensionsmedium
Percoll-Stufengradient:
10 ml 45% (v/v) Percoll-Lo¨sung im 50-ml-Kunststoffgefa¨ß unterschichtet mit 2 ml 90% (v/v)
Percoll-Lo¨sung
Saccharose-Stufengradient:
Fu¨r einen Stufengradienten wurden 3 ml 1,5 M Saccharose in Schockmedium, 10 ml 0,93 M
Saccharose in Schockmedium und 10 ml 0,6 M Saccharose in Schockmedium in ein SW28-
Zentrifugengefa¨ß pipettiert.
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2.10 Enzymtests
Prenyltransferase-Aktivita¨ten wurden u¨ber die Einbauraten von radioaktiv markiertem
Homogentisat in lipophile Reaktionsprodukte unter Verwendung verschiedener Prenyl-
pyrophosphate als Prenyldonatoren bestimmt.
2.10.1 Enzymatische Synthese von [U-14C]-Homogentisat
Die Synthese von radioaktiv markiertem Homogentisat erfolgte enzymatisch ausgehend
von [U-14C]-Tyrosin, das in Gegenwart von L-Aminosa¨ureoxidase und Katalase unter ge-
eigneten Bedingungen zu Hydroxyphenylpyruvat umgesetzt wurde. Letzteres diente einer
dem Reaktionsansatz spa¨ter zugesetzten Eisen(II)-abha¨ngigen HPD als Substrat fu¨r die
Bildung von [U-14C]-Homogentisat.
HPD-Enzymfraktionen wurden aus E. coli TOP10 Zellen pra¨pariert, die die cDNA-
Sequenz fu¨r eine humane HPD (X72389, EC1.13.11.27) im Vektor pBAD (Invitrogen)
exprimierten. Dazu wurde ein entsprechender Klon in 25 ml LB-Medium mit 50 µg/ml
Carbenicillin u¨ber Nacht bei 37 ◦C unter Schu¨tteln kultiviert. Am na¨chsten Morgen wur-
den 2-mal 100 ml des gleichen Mediums in zwei 1-l-Erlenmeyerkolben mit je 1 ml Vorkultur
angeimpft. Diese Hauptkulturen wurden bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 angezo-
gen. Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von L(+)-Arabinose in einer
Endkonzentration von 0,2% (w/v). Die Kulturen wurden fu¨r weitere 2–2,5 h bei 37 ◦C
unter Schu¨tteln inkubiert. Schließlich wurden die Zellen in zwei 50-ml-Kunstoffgefa¨ßen
fu¨r 10 min bei 3800 × g sedimentiert, mit Puffer (50 mM Ascorbat-NaOH pH 7,0, 2 mM
PMSF, 100 mM NaH2PO4, 100 mM Na2HPO4, pH 7,2) gewaschen, in 2-mal 5 ml Puffer
resuspendiert und auf Eis mittels Ultraschall aufgeschlossen (5-mal 1 min bei 50% Puls-
betrieb, Sonoplus GM 70, Stab MS72/D, Bandelin). Eine anschließende Zentrifugation
fu¨r 15 min bei 20000 × g und 4 ◦C diente zur Abtrennung von Zellresten. Aliquots des
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U¨berstandes wurden in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwen-
dung bei -80 ◦C gelagert.
Fu¨r die Umsetzung von Tyrosin zu Hydroxyphenylpyurvat enthielt der Syntheseansatz in
Anlehnung an Schulz et al. [145] 50 mM Phosphatpuffer pH 7,2, 10 µCi [U-14C]-Tyrosin
(879 Dpm/pmol, Hartmann Analytik), 5 Units L-Aminosa¨ureoxidase aus Crotalus ada-
manteus (Sigma-Aldrich) und 1000 Units Katalase (Sigma-Aldrich) in einem Gesamtvo-
lumen von 1 ml. Nach Inkubation fu¨r 1 h bei 37 ◦C wurden fu¨r die [U-14C]-Homogentisat-
Synthese weitere Komponenten dem Reaktionsgemisch zugefu¨gt. Dieser enthielt nun
zusa¨tzlich 50 mM Ascorbat-NaOH pH 7,0, 0,05 µM Eisen(II)sulfat sowie 2 mg Pro-
teine der pra¨parierten HPD-Fraktion in 50 mM Phosphatpuffer pH 7,2. Der Ansatz wur-
de fu¨r 1 h bei 37 ◦C inkubiert, mit 1 ml 9,25%iger Salzsa¨ure abgestoppt und 3-mal
mit 6 ml Essigsa¨urethylester extrahiert. Die gesammelten Oberphasen wurden verei-
nigt, bis zur Trockene unter Stickstoff eingeengt, in 2 ml Essigsa¨ureethylester aufge-
nommen und bis zur weiteren Verwendung in geeigneten Gefa¨ßen bei -80 ◦C gelagert.
Die Radioaktivita¨t des Extrakts wurde in Szintillationscocktail (OptiPhase Hisafe 2,
Perkin Elmer) an einem Szintillationsgera¨t (LS 5000 TD, Beckmann) gemessen. Basie-
rend auf diesen Daten erfolgte die Auftragung geeigneter Volumina des Extraktes auf
eine Kieselgel 60-Platte (0,25 mm Schichtdicke, Tra¨ger Glas, Merck), die fu¨r 1,5 h in
Toluol/Isoamylalkohol/Eisessig (40:20:1,5, v/v/v) entwickelt wurde. Radioaktiv markier-
tes Homogentisat wurde mit Hilfe eines Bioimagersystems (Abschnitt 2.11.1) auf der
trockenen Platte detektiert. Die Identita¨t des [U-14C]-Homogentisats wurde durch Co-
chromatographie mit unmarkiertem Homogentisat (Sigma-Aldrich) verifiziert, das im al-
kalischen Milieu, indem die mit Wasser angespru¨hte Platte u¨ber ammoniakalische Da¨mpfe
gehalten wurde, leicht mit Luftsauerstoff zu einem braunen Pigment polymerisierte und
so sichtbar gemacht werden konnte. Entsprechende radioaktive Banden wurden von der
Kieselgelplatte abgekratzt, mit Szintillationscocktail versetzt und am Szintillationsgera¨t
gemessen.
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2.10.2 Oxidation von Homogentisat mit Kaliumdichromat
Homogentisat wurde unter sauren Bedingungen mit Kaliumdichromat zum entsprechen-
den Chinon oxidiert. Dazu wurden bis zu 300 µg Homogentisat in 100 µl A. dest. nach
und nach mit 30 µl konzentrierter Schwefelsa¨ure gemischt und kurz auf Eis geku¨hlt. An-
schließend wurden vorsichtig 10 µl gesa¨ttigte Kaliumdichromatlo¨sung zugegeben. Nach
1 min bei Raumptemperatur wurde der Ansatz mit 500 µl Essigsa¨ureethylester extra-
hiert und die Oberphase noch 2-mal mit A. dest. ausgeschu¨ttelt. Die Vollsta¨ndigkeit der
Oxidation wurde durch vergleichende du¨nnschichtchromatographische Analyse mit unbe-
handelter Probe verifiziert. Die Detektion radioaktiv markierten Homogentisats erfolgte
mit Hilfe eines Bioimager-Systems (Abschnitt 2.11.1). Wie unter 2.12.5 fu¨r Prenyllipide
beschrieben weist Homogentisat in Ethanol nach Oxidation ein UV-Absorptionsmaxium
(Uvikon 930, Kontron Instruments) um 250 nm auf, wa¨hrend das der reduzierten Form
um 292 nm liegt.
2.10.3 Prenylpyrophosphate
Farnesylpyrophosphat (FPP), Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP), Phytylpyrophos-
phat (PhyPP) und Solanesylpyrophosphat (SPP) wurden in gelo¨ster Form von den Fir-
men Biotrend bzw. Sigma-Aldrich bezogen. Die Prenylpyrophosphat-Lo¨sungen wurden
du¨nnschichtchromatographisch auf Kieselgel-Platten (Merck) im Laufmittel Isopropa-
nol/Ammoniak/Wasser (6:3:1, v/v/v) im Vergleich zu den entsprechenden Prenylalko-
holen (Sigma-Aldrich) analysiert und hinsichtlich ihrer Konzentration verifiziert. Nach
Iod-Fa¨rbung bzw. Veraschung wurden die Prenylpyrophosphat-Banden abgekratzt und
der Phosphatgehalt ermittelt.
Die verwendete Methode zur Phosphatbestimmung basiert auf der Reaktion von anor-
ganischem Phosphat mit Molybdat zur Bildung eines Phosphomolybdatkomplexes bei
saurem pH [35]. Unter bestimmten Arbeitsbedingungen wird dieser Komplex zu Phos-
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phormolybda¨nblau reduziert. So la¨ßt sich der Phosphatgehalt kolorimetrisch bestimmen.
Als Bezug dient die mit einem Phosphatstandard ermittelte Eichgerade. Fu¨r die Aufstel-
lung der Kalibrierreihe wurden Phosphatbestimmungen mit Standardlo¨sung im Bereich
von 0 nmol bis 100 nmol Phosphat durchgefu¨hrt, wobei jedem Kalibrierwert die Mess-
ergebnisse von drei Parallelproben zugrunde lagen. Es wurden 3-mal 0 µl, 8 µl, 16 µl,
24 µl, 32 µl und 40 µl Phosphatstandard in unverschlossenen Sovirelgla¨sern mit 500 µl
70% Perchlorsa¨ure 30 min bei 190 ◦C erhitzt. Nach dem Abku¨hlen erfolgte die Zugabe
von je 2,3 ml Ammoniummolybdatlo¨sung und 100 µl Fiske-Subbarow-Reagenz. Die Gla¨ser
wurden mit Schraubdeckeln inklusive Teflondichtungen verschlossen, geschu¨ttelt, 10 min
bei 90 ◦C erhitzt, zum Abku¨hlen stehen gelassen und kurz zentrifugiert. Zum Schluss
wurde im U¨berstand die Extinktion bei 815 nm gegen Wasser gemessen. Wie bei der
Kalibrierreihe wurden auch fu¨r die Prenylpyrophosphat-Lo¨sungen Dreifachbestimmungen
durchgefu¨hrt.
Phosphatstandard:
2,5 mM Dinatriumphenylphosphat (Sigma-Aldrich) in Wasser, frisch angesetzt
Ammoniummolybdatlo¨sung:
0,33% (w/v) Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat (Sigma-Aldrich) in A. dest.
Fiske-Subbarow-Reagenz:
13,7% (w/v) Natriumdisulfit (Sigma-Aldrich), 0,25% (w/v) Aminonaphtolsulfonsa¨ure (Sigma-
Aldrich), 3% (w/v) Natriumsulfit (Sigma-Aldrich)
Die Substanzen wurden in A. dest. wa¨hrend 3 h unter Ru¨hren gelo¨st. Die Lo¨sung war nach
2-ta¨gigem Aufbewahren im Dunkeln gebrauchsfertig und etwa zwei Wochen haltbar.
2.10.4 In vitro Enzymtests
Membranen von E. coli–Zellen, die ein Prenyltransferase-Konstrukt exprimierten, wur-
den in 100 µl Standard-Reaktionsgemischen, falls nicht anders angegeben, inkubiert.
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Ansa¨tze mit der E. coli–exprimierten Prenyltransferase von Synechocystis oder Arabi-
dopsis AtHPT1 enthielten 50 mM Bis Tris Propan-HCl pH 7,5, 2 mM MgCl2, 60 µM n-
Dodecyl-β-D-maltosid, 4 µM [U-14C]-Homogentisat (781 Dpm/pmol) und 10 µM PhyPP.
Enzymtests fu¨r die bakteriell exprimierte Chlamydomonas- und die zweite Arabidopsis-
Prenyltransferase (AtHPT2) wurden in 50 mM Tricin-NaOH pH 8,5 mit 20 mM MgCl2,
100 µM [U-14C]-Homogentisat (ca. 60 Dpm/pmol) und 200 µM FPP durchgefu¨hrt. Nach
15-30 min Inkubation bei 28 ◦C wurden die Reaktionen durch Zugabe von 300 µl Chloro-
form/Methanol (1:2, v/v) und 100 µl 0,9% NaCl-Lo¨sung abgestoppt, gemischt und kurz
zentrifugiert. Die Lipidextrakte (Unterphasen) wurden du¨nnschichtchromatographisch wie
in Abschnitt 2.11.1 beschrieben analysiert.
Die Prenylakzeptor-Spezifita¨ten der Prenyltransferasen wurden anhand der Hemmung
der [U-14C]-Homogentisat-Einbauraten in lipophile Produkte durch die Zugabe von un-
markiertem 2,5-Dihydroxyphenylacetat-γ-lacton, 4-Hydroxyphenylpyruvat, Tyrosin oder
4-Hydroxybenzoat untersucht. Die unmarkierten aromatischen Verbindungen wurden von
Sigma-Aldrich bezogen.
Enzymtests mit isolierten Synechocystis–Membranen oder Chloroplasten-Hu¨llmembranen
enthielten 100–200 µg Protein in Reaktionsgemischen a¨hnlich zu den bereits beschriebenen
mit bis zu 10 µM [U-14C]-Homogentisat (781 Dpm/pmol) und bis zu 200 µM Prenylpy-
rophosphat. Die Inkubationsdauer wurde auf 1,5–3 h verla¨ngert.
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2.11 Analytische Trennverfahren fu¨r Prenyllipide
Prenyllipide wurden mit Hilfe chromatographischer Methoden aus Lipidextrakten ge-
trennt und untersucht. Chromatographie ist die Bezeichnung fu¨r physikalisch-chemische
Trennverfahren, mit denen Substanzgemische durch Verteilung u¨ber zwei nicht miteinan-
der mischbare Phasen in ihre Komponenten zerlegt werden. Dabei ist eine dieser Phasen
unbeweglich (stationa¨re Phase), wa¨hrend die andere daran vorbeistro¨mt (mobile Phase).
2.11.1 Du¨nnschichtchromatographie
Zur du¨nnschichtchromatographischen Trennung wurden Lipidextrakte oder 25–50 µg
gelo¨ste Prenyllipide (etwa 1 cm breit) auf Kieselgel 60-Platten mit 0,25 mm Schicht-
dicke, Tra¨ger Glas (Fertigplatten, Merck) aufgetragen und die Platten in einem geeigneten
Fließmittel entwickelt. Kieselgel-Platten mit Reaktionsprodukten aus Enzymtests wurden
wa¨hrend 35 min in Dichlormethan entwickelt. Nachweis und Detektion der Prenyllipide
erfolgten auf trockenen Platten mit Hilfe der nachfolgend beschriebenen Verfahren.
2.11.1.1 Detektion und Quantifizierung radioaktiv markierter Substanzen
Eine entwickelte Kieselgel-Platte wurde u¨ber Nacht auf eine spezielle Imagerplatte (Fuji)
exponiert. Diese besaß eine Beschichtung aus Kristallen, die durch die ionisierende Strah-
lung des Isotops 14C angeregt wurden. Am na¨chsten Tag wurde die Imagerplatte in einem
Fluoreszenzscanner (Fluoreszenzscanner FLA-3000, Image Reader FLA3000 Version 1.12,
Fuji) mit einem Laser abgetastet. Dabei gingen die angeregten Kristalle unter Abgabe von
Licht in ihren Grundzustand u¨ber. Das Imagersystem zeichnete die abgegebene Licht-
menge auf, so dass spa¨ter radioaktive Banden mit Hilfe der Bildanalysesoftware AIDA
V3.11.002 (Advanced Image Data Analyzer, Raytest) dargestellt werden konnten. Die
Banden wurden abgekratzt, mit Szintillationscocktail (OptiPhase Hisafe 2, Perkin Elmer)
versetzt und an einem Szintillationsgera¨t (LS 5000 TD, Beckmann) gemessen.
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2.11.1.2 2´7´-Dichlorfluorescein–Spru¨hlo¨sung
Dichlorfluorescein ist ein Fluoreszenzindikator fu¨r gesa¨ttigte und ungesa¨ttigte Lipide und
wurde fu¨r die Detektion unmarkierter Prenyllipide verwendet. Die Spru¨hlo¨sung enthielt
0,2% w/v 2´7´-Dichlorfluorescein in Ethanol. Die Detektion erfolgte unter UV bei 360 nm.
Zum Teil enthielten die verwendeten Kieselgel-Fertigplatten bereits einen Fluoreszenz-
Indikator UV254 mit dem Absorptionsmaximum bei 254 nm, der unter UV eine gru¨ne
Fluoreszenz ausstrahlt, so dass auf die Verwendung der Dichlorfluorescein-Spru¨hlo¨sung
verzichtet werden konnte.
2.11.1.3 Bipyridin/Eisen(III)chlorid–Spru¨hlo¨sung
Der Nachweis reduzierender unmarkierter Standards (Hydrochinone) erfolgte mit Hilfe
einer Bipyridin/Eisen(III)chlorid-Spru¨hlo¨sung. Kurz vor Gebrauch wurden eine 0,4% w/v
Bipyridinlo¨sung in Ethanol und eine 0,4% w/v Eisen(III)chloridlo¨sung in Ethanol (vor
Licht geschu¨tzt aufbewahren) zu gleichen Teilen gemischt. Bereiche mit reduzierenden
Verbindungen fa¨rbten sich unmittelbar nach dem Anspru¨hen der Kieselgel-Platte rot.
2.11.2 HPLC
Die Hochleistungsflu¨ssigchromatographie (high performance liquid chromatography,
HPLC) stellt ein chromatographisches Trennverfahren dar, bei dem die mobile Phase
unter hohem Druck durch die Trennsa¨ule mit der stationa¨ren Phase gepumpt wird. Die
zu analysierende Probe wird am Sa¨ulenanfang aufgegeben und mit der mobilen Phase
durch die Sa¨ule transportiert.
Eingesetzt wurde ein HPLC-Gera¨t der Agilent 1100 Serie ausgestattet mit UV-,
Fluoreszenz- und Radioaktivita¨tsdetektor (Agilent, Raytest), einer Vorsa¨ule mit Adapter
(ChromCartr , Macherey-Nagel) und einer analytischen Trennsa¨ule mit unmodifiziertem
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Kieselgel, Korngro¨ße 5 µm, Porendurchmesser 100 A˚, innerem Sa¨ulendurchmesser 4 mm,
La¨nge 250 mm (Nucleosil 100-5 EC 4 mm ID, Macherey-Nagel). Die Darstellung und
Auswertung der Messungen erfolgte mit GinaNT der Firma Raytest. Prenyllipide wurden
unter isokratischen Bedingungen in Normalphasesystemen eluiert, die dazu verwendeten
mobilen Phasen sind in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben. Tocopherole, Toco-
trienole und 2-Methyl-6-phytyl-1,4-benzohydrochinon wurden u¨ber Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenla¨nge von 290 nm und einer Emissionswellenla¨nge von 325 nm detek-
tiert, Chinone wie 2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzochinon und PQ-9 dagegen mit Hilfe des
UV-Detektors bei 254 nm.
2.11.3 LC/MS
Die Kopplung von Flu¨ssigchromatographie (LC, liquid chromatography) und Massen-
spektrometrie (MS) wird als LC/MS bezeichnet. Bei der hier angewandten Elektro-
Spray-Ionisierung-MS (ESI-MS) werden die LC-Eluate unter Einfluss einer Hochspan-
nung und eines Stickstoffstromes verspru¨ht. Es bilden sich zuna¨chst kleine Tro¨pfchen,
die durch Verdampfung des Lo¨sungsmittels kleiner werden und die wiederum in noch
kleinere Tro¨pfchen zerfallen (Coulomb-Explosionen). Schließlich kommt es zur Bildung
freier gasfo¨rmiger Ionen. ESI ist eine sehr schonende Ionisierungstechnik, bei der prima¨r
keine Moleku¨lfragmente entstehen. Typischerweise werden bei positiver ESI-Spannung so-
genannte Quasimoleku¨lionen detektiert, die durch Anlagerung eines Protons oder durch
Anlagerung von Kationen, wie Natriumionen oder Ammoniumionen, gebildet werden.
Die Messungen wurden am Institut fu¨r Hygiene und Umweltmedizin des Universita¨ts-
klinikums der RWTH Aachen durchgefu¨hrt. Verwendet wurde ein HPLC-Gera¨t HP 1100
(Hewlett Packard) ausgestattet mit UV/Vis-DAD- und Fluoreszenz-Detektor, einer
Vorsa¨ule 20× 4,6 mm (YMC inc., Wilmington, NC, USA) und einer analytischen Umkehr-
phase(reversed phase)-Sa¨ule RP C30 (YMC inc., Wilmington, NC, USA) mit Korngro¨ße
5 µm, 4,6 mm innerem Sa¨ulendurchmesser und 250 mm La¨nge. Prenyllipide wurden bei
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40 ◦C, 1 ml·min−1 Fluss und 100 bar Druck im folgenden Gradientensystem [37] eluiert:
wa¨hrend 12 min isokratisch 95% (v/v) Methanol und 5% (v/v) 0,2% (w/v) Ammoniu-
macetat in Wasser/Methanol 2:8 (v/v), bei 12 min 80% Methanol, 5% 0,2% Ammoniu-
macetat in Wasser/Methanol 2:8 und 15% tert-Butylmethylether gefolgt von einem linea-
ren Gradienten innerhalb von 30 min nach 30% Methanol, 5% 0,2% Ammoniumacetat
in Wasser/Methanol 2:8 und 65% tert-Butylmethylether. Innerhalb von 8 min wurde das
System in einem linearen Gradienten wieder auf 95% Methanol und 5% 0,2% Ammonium-
acetat in Wasser/Methanol 2:8 gebracht und fu¨r weitere 30 min vor Injektion der na¨chsten
Probe gespu¨lt. 2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzochinon und PQ-9 aus Lipidfraktionen (Ab-
schnitt 2.12.1 und 2.12.2) wurden am UV-Detektor (254 nm) bei 28,9 min bzw. bei
35,5 min detektiert. Die massenspektrometrische Analyse erfolgte unter Nutzung eines
ESI-MS-Systems SSQ 7000 (Finnigan Mat, USA) im Detektionsbereich von 1-1000 amu
bei 65 psi Stickstoff 5.0 (Spraygas), 20 ml·min−1 Stickstoff 5.0 (Hilfsgas), ESI+ (positiver
Ionenmodus), 10 V CID(Collision-Induced Dissociation)-Spannung, 200 ◦C Kapillartem-
peratur und 4,5 kV Sprayspannung. Fu¨r die Darstellung und Bearbeitung der aufge-
zeichneten Messdaten wurde HP-ChemStation Rev. A.04.02 fu¨r LC und LC/MS-Systeme
(Hewlett Packard) verwendet.
2.11.4 GC/MS
Unter GC/MS wird die Kopplung von Gaschromatographie (GC) und Massenspektro-
metrie (MS) verstanden. Die mobile Phase ist in der Gaschromatographie gasfo¨rmig.
Flu¨chtige Substanzen werden verdampft, mit Hilfe eines inerten Tra¨gergases wie Heli-
um durch die Sa¨ule transportiert und dort auf Grund ihrer Wechselwirkungen mit der
stationa¨ren Phase getrennt. Bei der hier angewandten Elektronenstoßionisation(EI)-MS
werden Moleku¨le in der Gasphase mit Elektronen hoher kinetischer Energie (70 eV) be-
schossen. Aus den Moleku¨len werden ein oder seltener zwei Elektronen herausgeschlagen,
so dass Moleku¨lionen M+ mit einem großen U¨berschuss an innerer Energie entstehen. Dies
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fu¨hrt dazu, dass die Moleku¨lionen in Fragmente zerfallen. Je stabiler ein Ion ist, desto
langsamer zerfa¨llt es und desto intensiver erscheint der Peak im Spektrum. Nur positiv
geladene Ionen werden detektiert.
Durch geeignete Derivatisierung lassen sich Verbindungen mit polaren Gruppen in unpo-
larere Derivate u¨berfu¨hren, die dann bedingt eine verbesserte Flu¨chtigkeit oder ho¨here
thermische Stabilita¨t aufweisen. Das in dieser Arbeit verwendete Derivatisierungsmittel
N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid (MSTFA) diente zur Umsetzung von Verbin-
dungen mit aktiven Wasserstoffatomen in Trimethylsilylderivate. Das dabei gebildete Ne-
benprodukt N-Methyltrifluoracetamid zeichnete sich durch große Flu¨chtigkeit und kurze
Retentionszeit aus. HPLC-Fraktionen mit den zu analysierenden Prenylierungsprodukten
aus Enzymtests wurden in braunen 1,5 ml-HPLC-Fla¨schchen mit 100-µl-Einsatz unter
Stickstoff getrocknet, mit 20 µl MSTFA versetzt, 40 min bei 70 ◦C inkubiert und nach
kurzem Abku¨hlen fu¨r GC/MS-Analysen verwendet.
GC/EI-MS–Messungen wurden am Institut fu¨r Umweltforschung (Biologie V) der RWTH
Aachen an einem Gaschromatographen (GC 6890N, Injektor 7683, Agilent) gekoppelt
mit einem Quadrupol-Massenspektrometer durchgefu¨hrt. Zur Probenaufgabe wurde 1 µl
Probe im Splitless-Modus injiziert (Injektortemperatur 250 ◦C). Fu¨r die GC wurde
eine unpolare Kapillarsa¨ule HP-5MS (5% Diphenylmethylsiloxan, Filmdicke 0,25 µm,
30 m × 0,25 mm, Agilent) verwendet. Die Ofentemperatur wurde ausgehend von 130 ◦C
nach 2 min um 5 ◦C/min bis auf 300 ◦C erho¨ht und fu¨r weitere 10 min bei 300 ◦C auf-
rechterhalten. Der Heliumfluss betrug 1 ml·min−1, die Schnittstellentemperatur 250 ◦C.
Massenspektren wurden nach einer Lo¨sungsmittel-Verzo¨gerung von 6,5 min fu¨r m/z 50–
800 aufgenommen.
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2.12 Prenyllipid-Standards, Oxidation/Reduktion
Die Reaktionsprodukte 2-Methyl-6-phytyl-1,4-benzo(hydro)chinon (MPBQ) und
2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzo(hydro)chinon (MSBQ) aus Enzymtests sowie Toco-
chromanole und Plastochinon-9 (PQ-9) in Lipidextrakten aus Synechocystis und
Arabidopsis wurden durch Cochromatographie mit authentischen Prenyllipiden identi-
fiziert. Tocopherole und Tocotrienole wurden von Calbiochem und Sigma bezogen. Die
Tocopherol-Vorstufe MPBQ wurde chemisch nach Soll [150] von Herrn Dr. T. Schu¨ßeler
am Institut fu¨r Organische Chemie der RWTH Aachen synthetisiert und mittels NMR
und MS u¨berpru¨ft. MSBQ wurde wie nachfolgend beschrieben aus Iris hollandica-
Zwiebeln extrahiert, wa¨hrend PQ-9 vor allem aus Spinacia oleracea–Bla¨ttern gewonnen
wurde (Abbildung 2.1).
2.12.1 2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzochinon und Plastochinon
aus Iris hollandica
2.12.1.1 Lipidextraktion
100 g Iris hollandica–Zwiebeln wurden gescha¨lt, zerkleinert und mit 500 ml Methanol
wa¨hrend 30 min unter Lichtabschluss geschu¨ttelt. Es folgten die Zugabe von 375 ml
100 mM Tris-HCl pH 7,5 in 1 M NaCl zu der gelben Suspension, Inkubation fu¨r 10 min auf
einem Schu¨ttler unter Lichtabschluss, die Zugabe von 1000 ml Chloroform und erneute
Inkubation fu¨r 10 min. Zuletzt wurde der Ansatz bis zur Phasentrennung stehen gelassen.
Die Oberphase wurde verworfen. Die Unterphase wurde portionsweise u¨ber einen Trichter
mit Glaswolle in einen Scheidetrichter filtriert und mit A. dest. und 100 mM Tris-HCl
pH 7,5 in 1 M NaCl mehrmals ausgeschu¨ttelt. Die noch tru¨ben gelben Unterphasen wur-
den vereinigt, am Rotationsverdampfer (Rotavapor R-200, Bu¨chi) vollsta¨ndig eingeengt,
in 150 ml Petrolether (63-80) aufgenommen und mit dem gleichen Volumen A. dest. aus-
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Abbildung 2.1: 2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzochinon (MSBQ) aus Iris hollandica–Zwiebeln
und Plastochinon-9 (PQ-9) aus Spinacia oleracea–Bla¨ttern wurden unter Nutzung chromato-
graphischer Methoden aus Lipidextrakten abgetrennt und anschließend mittels LC/MS und Ab-
sorptionsspektrometrie analysiert. Die Massenspektren sind ausschnittweise wiedergegeben mit
den detektierten Kationenaddukten (+H+, +NH+4 und +Na
+) fu¨r MSBQ (m/z 735) und PQ-9
(m/z 749). Die Chinone weisen typische UV-Absorptionsmaxima um 254 nm auf. MSBQ und
PQ-9 dienten als Standards zur Identifizierung von Reaktionsprodukten aus Enzymtests mit SPP
oder bei der Analyse von Lipidextrakten aus Pflanzen. Durch Reduktion mit Natriumborhydrid
wurden die Chinone in die jeweiligen Hydrochinone u¨berfu¨hrt, was zu einer Verschiebung der
Absorptionsmaxima nach etwa 290 nm fu¨hrte.
geschu¨ttelt. Die Oberphase wurde erneut am Rotationsverdampfer weitgehend eingeengt.
Der orange-bra¨unliche Ru¨ckstand am Gefa¨ßboden wurde in 3 ml Petrolether aufgenom-
men und in braunen Probengla¨sern unter Stickstoff bei -20 ◦C bis zur weiteren Verwendung
gelagert.
70
2. MATERIAL UND METHODEN
2.12.1.2 HPLC – Fraktionierung
10 µl Iris-Extrakt wurden vor Injektion nochmals in einem gro¨ßeren Volumen Petrolether
aufgenommen und 2-mal mit 0,9% (w/v) Natriumchlorid-Lo¨sung ausgeschu¨ttelt. Der Ex-
trakt (Oberphase) wurde unter Stickstoff getrocknet, in 100 µl Hexan aufgenommen
und anschließend fu¨r die Fraktionierung von 2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzochinon und
PQ-9 mittels HPLC verwendet. Die HPLC-Systemausstattung ist unter 2.11.2 aufgefu¨hrt.
Die Trennung der Lipide erfolgte im isokratischen System mit 1,25% (v/v) tert-Butyl-
methylether in Hexan als mobile Phase bei einer Flussrate von 1 ml·min−1 wa¨hrend 60 min.
Prenylchinone wurden u¨ber den UV-Detektor bei 254 nm detektiert, Prenylhydrochinone
mit Hilfe des Fluoreszenzdetektors bei einer Anregungswellenla¨nge von 290 nm und einer
Emissionswellenla¨nge von 325 nm. Fraktionen wurden aufgefangen bei einer Retentions-
zeit um 6,4 min (PQ-9) und um 10,6 min (2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzochinon). Nach
mehrfachen Wiederholungen von HPLC-La¨ufen mit reextrahiertem Iris-Extrakt wurden
die gewonnenen Fraktionen entsprechend der jeweiligen Retentionszeit vereinigt und un-
ter Stickstoff eingeengt. Die in den Fraktionen angereicherten Prenyllipide wurden mittels
Absorptionsspektrometrie und LC/MS identifiziert und standen somit als Standards zur
Verfu¨gung (Abbildung 2.1). Gro¨ßere Mengen PQ-9 wurden aus Spinacia oleracea-Bla¨ttern
gewonnen.
2.12.2 Plastochinon-9 aus Spinacia oleracea
Die Pra¨paration von PQ-9 aus Spinatbla¨ttern erfolgte unter Anwendung verschiedener
Techniken. Zuna¨chst wurden aus Bla¨ttern Chloroplasten und Thylakoide isoliert, die
als Ausgangsmaterial zur Gewinnung eines Lipidextraktes dienten. Die Kombination ei-
nes du¨nnschichtchromatographischen Verfahrens mit Extraktionsschritten ermo¨glichte die
Fraktionierung des Lipidextraktes, so dass ein PQ-9-reicher Extrakt gewonnen werden
konnte.
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2.12.2.1 Lipidextraktion
Fu¨r die Isolierung PQ-9-reicher Zellbestandteile wurden etwa 800 g frisches entstieltes
Blattmaterial portionsweise mit dem 1fachen Volumen Suspensionsmedium im Waring
Blendor (Waring) bei kleinster Stufe wa¨hrend 3-mal 3 sec homogenisiert. Anschließend
wurde das Homogenat durch drei Lagen Nylongewebe in 500-ml-Zentrifugenbecher filtriert
und fu¨r 10 min bei 3000 × g und 4 ◦C zentrifugiert. Die U¨bersta¨nde wurden nochmals fu¨r
15 min bei 10000 × g und 4 ◦C zentrifugiert. Die aus beiden Zentrifugationsschritten ge-
wonnenen Sedimente enthielten vor allem Thylakoide und Chloroplasten. Vor Beginn der
Extraktion wurden sie mit 100 mM Tris-HCl pH 7,5 gewaschen und in mo¨glichst geringem
Volumen des gleichen Puffers resuspendiert. Die Suspension wurde zuna¨chst mit Methanol
in einer Endkonzentration von 90% (v/v) versetzt und fu¨r 10 min unter Lichtabschluss
auf einem Schu¨ttler bei Raumtemperatur inkubiert. Dann erfolgten die Zugabe von 1 Vo-
lumen 100 mM Tris-HCl pH 7,5 in 1 M NaCl, erneute Inkubation wie beschrieben, die
Zugabe von 2–4 Volumen Chloroform und wieder Inkubation. Zuletzt wurde der Ansatz
bis zur Phasentrennung stehen gelassen. Die Oberphase wurde verworfen. Die Unterphase
wurde portionsweise u¨ber einen Trichter mit Glaswolle in einen Scheidetrichter filtriert,
mit A. dest. und 100 mM Tris-HCl pH 7,5 in 1 M NaCl mehrmals ausgeschu¨ttelt. Die
dunkelgru¨nen Unterphasen wurden vereinigt und die gru¨nlichen Oberphasen mit Chloro-
form nachextrahiert. Die Unterphasen wurden mit den zuvor gesammelten vereinigt und
am Rotationsverdampfer (Rotavapor R-200, Bu¨chi) vollsta¨ndig eingeengt. Der gewonnene
Extrakt wurde in 5 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v) aufgenommen und in braunen
Probengla¨sern unter Stickstoff bei -20 ◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
Fu¨r die Bestimmung des Chlorophyllgehalts im Lipidextrakt wurde die Absorption bei
652 nm (A652) fu¨r wenige Mikroliter Extrakt in 1 ml 80% (v/v) Aceton gegen chlorophyll-
freies 80% (v/v) Aceton gemessen (Spektrophotometer Smart Spec 3000, BioRad). Der
Chlorophyll-Gehalt im Extrakt (mg Chlorophyll/ml Extrakt) ließ sich nach Bruinsma [13]
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durch Multiplikation von A652 mit dem Verdu¨nnungsfaktor und anschließender Division
mit 36 berechnen.
Suspensionsmedium:
0,66 M Sorbit, 4 mM EDTA, 2 mM MgCl2, 80 mM Tricin-NaOH pH 8,0
2.12.2.2 Fraktionierung des Plastochinon-9–haltigen Lipidextraktes
Vier Kieselgelplatten mit Lipidextrakt (etwa 1,0–1,4 mg Chlorophyll/cm) und Phyllo-
chinon (Vitamin K1, Sigma-Aldrich) als Standard wurden in Chloroform/Heptan (97:3,
v/v) wa¨hrend 45 min entwickelt. Der gelbliche Bereich zwischen der intensiv gelb-orange
gefa¨rbten Carotin-Bande (Rf 0,86) des Lipidextraktes und dem fu¨r Phyllochinon ermittel-
ten Rf -Wert (Rf etwa 0,7) wurde von den Platten abgekratzt, in ein Gefa¨ß vereinigt, mit
100 ml Aceton versetzt, wa¨hrend 15 min unter Schu¨tteln und Lichtabschluss inkubiert und
schließlich mit 100 ml Petrolether (63-80, Roth) und 50 ml 1M NaCl in 100 mM Tris-HCl
pH 7,5 ausgeschu¨ttelt. Die Oberphase wurde in ein geeignetes Glasgefa¨ß u¨berfu¨hrt und
der Extrakt am Rotationsverdampfer (Rotavapor R-200, Bu¨chi) weitgehend eingeengt. Die
Unterphase wurde nochmals mit Petrolether extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurde
in 400 µl Chloroform/Methanol (2:1, v/v) aufgenommen und in braunen Probengla¨sern
unter Stickstoff bei -20 ◦C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Wie in Abbildung 2.1
dargestellt wurde die Identita¨t von PQ-9 mittels LC/MS und Absorptionsspektrometrie
verifiziert.
2.12.3 Oxidation von Prenylhydrochinonen mit Silberoxid
Bis zu 25 µg Prenylhydrochinon wurden in 100 µl Diethylether mit 1 mg Silber-
oxid (Sigma-Aldrich) fu¨r 20 min bei Raumtemperatur unter starkem Schu¨tteln in-
kubiert. Das Silberoxid wurde durch Zentrifugation abgetrennt und der U¨berstand
du¨nnschichtchromatographischen und im Fall der unmarkierten Prenyllipide auch absorp-
tionsspektrometrischen Analysen unterzogen.
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2.12.4 Reduktion von Prenylchinonen mit Natriumborhydrid
Bis zu 25 µg Prenylchinon in 50 µl Hexan wurden mit 20 µl einer gesa¨ttigten etha-
nolischen Natriumborhydrid-Lo¨sung vermischt, 2 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschließend mit 100 µl A. dest. ausgeschu¨ttelt. Die Hexan-Oberphase wurde fu¨r
du¨nnschichtchromatographische und im Fall der unmarkierten Prenyllipide auch fu¨r ab-
sorptionsspektrometrische Analysen verwendet.
2.12.5 Absorptionsspektrometrie mit Prenyllipiden
Prenyl(hydro)chinone weisen in Ethanol und Hexan ein typisches UV-
Absorptionsspektrum auf. 2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzochinon zeigt ein Absorpti-
onsmaximum bei 252,5 nm mit einer kleinen Schulter bei 260,5 nm, das Maximum der
reduzierten Form (Hydrochinon) liegt dagegen bei 290 nm [120]. Die oxidierte Form
von PQ-9 hat ein Absorptionsmaximum bei 255 nm mit einer kleinen Schulter bei
etwa 262 nm, nach Reduktion verschiebt es sich mit deutlich geringerer Absorption zu
290 nm [5].
Die Spektren wurden mit etwa 5 µg des zu analysierenden Prenyllipids in 100 µl Ethanol
gegen Ethanol in Quarzku¨vetten mit einer Schichtdicke von 1 cm im Bereich von 220-
350 nm mit einem Spektrophotometer (Uvikon 930, Kontron Instruments) aufgenommen.
2.13 Entwicklung und Analyse einer Synechocystis–
Mutante
Durch Ligation der mit AccI aus dem Vektor pKRP10 [128] rausgeschnittenen und mit T4-
DNA-Polymerase behandelten Chloramphenicol-Resistenzgen-Kassette (876 bp) in das
Eco47III-linearisierte Konstrukt pUC19-slr1736 (Abschnitt 2.8.1) wurde der offene Le-
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serahmen slr1736 fu¨r die Synechocystis–Prenyltransferase SynHPT unterbrochen. Das
Konstrukt wurde pUC19-slr1736 ::CmR genannt, eine Plasmidkarte befindet sich im An-
hang dieser Arbeit (Abbildung B.2). Die Orientierung der Chloramphenicol-Kassette in
slr1736 wurde durch Restriktionsanalysen u¨berpru¨ft.
Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp-Zellen wurden mit dem Konstrukt pUC19-
slr1736 ::CmR transformiert und unter selektiven Bedingungen angezogen. Durch die
schrittweise Erho¨hung der Antibiotikumkonzentration bis zu 15 µg/ml Chlorampheni-
col im BG11-Medium wurde der Einbau des mit der Kassette modifizierten offenen Le-
serahmens in die Synechocystis-Genomkopien u¨ber homologe Rekombination unterstu¨tzt.
Auf diese Weise wurde eine Mutante erzeugt, deren slr1736 -Kopien durch die Insertion
der Chloramphenicol-Resistenzgen-Kassette unterbrochen waren. Verifiziert wurde dies
durch PCR mit genomischer DNA der Mutante unter Verwendung des spezifischen Pri-
merpaares 1736-f2 5´-ATGGCAACTATCCAAGCTTTTTGG-3´ (Tm 59,3
◦C)/1736-r2
5´-CTAAAAAATAGTATTAGAAAAATTAGG-3´(Tm 52,8
◦C) und anschliessender gel-
elektrophoretischer Analyse der PCR-Produkte.
Zur vergleichenden Analyse der Vitamin E-Gehalte in der Synechocystis-Mutante und im
Wildtyp wurden entsprechende Zellen aus 20 ml Kultur (OD730 3,0) sedimentiert und in
6 ml Chloroform/Methanol (2:1, v/v) u¨ber Nacht bei 4 ◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Die
Lipidextrakte wurden mit 1,5 ml 0,45% NaCl-Lo¨sung ausgeschu¨ttelt und zur besseren
Phasentrennung kurz zentrifugiert. Die Unterphasen wurden unter Stickstoff getrocknet,
in Hexan aufgenommen und erneut mit 0,45% NaCl-Lo¨sung ausgeschu¨ttelt. Die Prenyllipi-
de wurden u¨ber HPLC unter isokratischen Bedingungen mit Hexan/Isopropanol (98,5:1,5,
v/v) als mobile Phase getrennt. Die Tocopherole wurden u¨ber Fluoreszenz bei einer Anre-
gungswellenla¨nge von 290 nm und einer Emissionswellenla¨nge von 325 nm detektiert und
durch Cochromatographie mit Tocopherol-Standards identifiziert.
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2.14 Entwicklung und Analyse transgener Pflanzen
2.14.1 Expression der cDNA fu¨r AtHPT1 in Brassica napus
Die Konstrukte fu¨r die Transformation von Brassica napus wurden im Rahmen des Ver-
bundprojekts NAPUS 2000 am Institut in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Jens Gru-
ber und Herrn Rajeev Kumar im bina¨ren Pflanzenvektor pPZP111 (U10487, [46]) er-
stellt. Der Vektor tra¨gt ein Neomycin-Phosphotransferase-Gen, u¨ber dessen Expression
Transformanten selektiert wurden. Die Expression der codierenden cDNA-Bereiche fu¨r
die Arabidopsis-Prenyltransferase AtHPT1 (At2g18950), fu¨r die humane HPD (X72389)
und fu¨r die Cyclase (TC) aus Arabidopsis thaliana (Q94FY7) unterlag der Kontrolle
samenspezifischer Promotoren. Bei AtHPT1 und der Cyclase handelte es sich um den
Napin-Promotor aus Brassica napus, wa¨hrend fu¨r die HPD der DC3-Promotor aus Dau-
cus carota mit der Ω-Enhancer-Sequenz aus Nicotiana tabacum verwendet wurde. Die
Nopalin-Synthase-Terminierungsregion stammte aus Agrobacterium tumefaciens. Fu¨r die
plastida¨re Lokalisation wurde die HPD als Fusionsprotein mit der Transitpeptidsequenz
der kleinen Untereinheit von RUBISCO aus Solanum tuberosum exprimiert. Die Gene-
rierung transgener Pflanzen erfolgte durch Infektion von B. napus Drakkar Hypokotyl-
Segmenten mit A. tumefaciens-Zellen, die die Pflanzenkonstrukte enthielten. Regenerierte
Pflanzen, die in NPT-ELISA-Tests positive Ergebnisse lieferten, wurden geselbstet. Pflan-
zentransformation und Analyse der Tocochromanol-Gehalte in reifen Samen transgener
Pflanzen wurden in Kooperation mit dem Institut fu¨r Pflanzenbau und Pflanzenzu¨chtung I
der Justus-Liebig-Universita¨t Giessen durchgefu¨hrt.
2.14.2 Expression der cDNA fu¨r AtHPT2 in Arabidopsis
thaliana
Die cDNA-Sequenz fu¨r die Arabidopsis-Prenyltransferase AtHPT2 (At3g11950)
wurde in einem Pfu-DNA-Polymerase-Reaktionsansatz mit Plasmid-DNA zu
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pUC19-AtHPT2 (Abschnitt 2.8.2) und den Primern SmaI-AtBAB-F 5´-CCCGGG
ATGGAGCTCTCGATCTCAC-3´ und SmaI-AtBAB-R 5´-CCCGGGCTAGAGGAAG-
GGGAATAACAGATAC-3´ bei einer Hybridisierungstemperatur von 60 ◦C amplifiziert.
Mit den Primern wurden außerdem flankierende SmaI-Schnittstellen angefu¨gt. Das
aufgereinigte PCR-Produkt wurde in den SmaI-linearisierten und dephosphorylierten
pUC19-Vektor kloniert. Nach Sequenzierung wurde der cDNA-Bereich fu¨r AtHPT2 mit
SmaI aus dem pUC19-Konstrukt rausgeschnitten und in die BamHI-Schnittstelle des
pBluescript-Derivats pBS-SLC1-Del kloniert. Der Vektor war zuvor mit BamHI unter
Verlust eines 950 bp-Fragments (SLC1-1) geschnitten worden, u¨berha¨ngende Enden
wurden aufgefu¨llt und der linearisierte Vektor wurde dephosphoryliert. Der Klonierungs-
schritt diente zur Erzeugung einer Kassette bestehend aus doppeltem 35S-Promotor des
Cauliflower-Mosaik-Virus [76], der untranslatierten Leitsequenz des Alfalfa-Mosaik-Virus
RNA4 [23], der cDNA-Sequenz fu¨r AtHPT2 sowie dem Nopalin-Synthase-Terminator
und wurde durch Restriktionsanalysen mit isolierter Plasmid-DNA aus mehreren E. coli–
Klonen u¨berpru¨ft. Durch Klonierung der mit Bsp120I (ApaI)/NotI rausgeschnitten
Kassette in den Bsp120I(ApaI)-linearisierten und dephosphorylierten bina¨ren Vektor
pRE1 (AY456904), der ein Kanamycin-Resistenzgen tra¨gt, entstand das Konstrukt
pRE1-AtHPT2 (Abbildung B.6 im Anhang).
Arabidopsis–Pflanzen wurden wie unter 2.2.6 beschrieben mit dem Konstrukt pRE1-
AtHPT2 transformiert und bis zur Samenreife angezogen. Transformanten wur-
den zuna¨chst selektiv auf Kanamycin-haltigem Medium und dann auf Erde un-
ter Kurztagbedingungen kultiviert. Der erfolgreiche Gen-Transfer wurde durch PCR-
Analysen mit genomischer DNA unter Verwendung des Primerpaares plant-AtHPT2-
F1 5´-GAAGACGTTCCAACCACGTCTTC-3´ (Tm 62,4
◦C) und plant-AtHPT2-R1
5´-CTATCCAGCACTGGATCATCAGAC-3´ (Tm 62,7
◦C) spezifisch fu¨r den 35S-
Promotorbereich und der AtHPT2 cDNA-Sequenz besta¨tigt. Transgene Pflanzen mit
erho¨hten Prenyllipidgehalten wurden geselbstet und Bla¨tter der Nachkommen wurden
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ebenfalls zur Analyse genutzt.
Nicht-seneszierende Bla¨tter von 5-6 Wochen alten Arabidopsis–Pflanzen dienten als Aus-
gangsmaterial fu¨r die Gewinnung von Lipidextrakten. Das Probenmaterial (100 mg) wurde
in einem 2-ml-Kunststoffgefa¨ß mit keramischen Perlen (Qbiogene GmbH, Heidelberg) und
1 µg β-Tocopherol bzw. 5 µg Ubichinon-9 (Sigma-Aldrich) als interne Standards in 1 ml
Chloroform/Methanol (1:2, v/v) versetzt. Die Bla¨tter wurden in einem MagNA Lyser
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) wa¨hrend 45 sec bei 6000 Upm homogenisiert und
fu¨r 10 min auf einem Schu¨ttler inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurde der U¨berstand
in ein frisches Glasro¨hrchen u¨berfu¨hrt und das Pellet mit 1 ml Chloroform/Methanol (2:1,
v/v) erneut extrahiert. Die vereinigten U¨bersta¨nde wurden mit 1 ml Chloroform gemischt,
mit 750 µl 1 M NaCl in 0,1 M Tris/Cl pH 7,5 geschu¨ttelt und zentrifugiert. Der Lipid-
extrakt wurde in einer Vakuumzentrifuge bis zur Trockene eingeengt und anschließend
in 800 µl Hexan und 10 µl Essigsa¨urethylester aufgenommen. Nach Zugabe von 400 µl
0,9% NaCl (w/v), Mischen und Zentrifugation wurde die organische Phase unter Vakuum
getrocknet und schließlich in 100 µl Heptan aufgenommen. Die Trennung der Lipide aus
40 µl Extrakt wurde u¨ber HPLC im isokratischen System mit 1,25% (v/v) tert-Butyl-
methylether in Hexan als mobile Phase bei einer Flussrate von 1 ml·min−1 erreicht. PQ-9
wurde am UV-Detektor bei 254 nm detektiert, wa¨hrend Tocopherole Fluoreszenzsignale
bei einer Anregungswellenla¨nge von 290 nm und einer Emissionswellenla¨nge von 325 nm
lieferten.
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Kapitel 3
Ergebnisse und Diskussion
3.1 Identifizierung einer Homogentisat-Prenyl-
transferase
Im weiteren Sinn wird unter Prenyltransferase jedes Enzym verstanden, das den Transfer
einer Prenylgruppe auf ein anderes Moleku¨l wie IPP, aromatische Gruppen oder Proteine
katalysiert. So waren bereits vor Beginn der vorliegenden Arbeit verschiedene Prenyltrans-
ferasen aus pro- und eukaryotischen Organismen molekularbiologisch und biochemisch be-
schrieben worden. Es handelte sich meist um Enzyme, die an der Synthese von all–trans–
PrenylPPs, Ubichinonen, Menachinon oder Chlorophyll beteiligt sind und typischerweise
in ihren Aminosa¨uresequenzen Aspartat–reiche Motive aufweisen [103, 95, 117, 80]. Letz-
tere sind im Fall der genannten PrenylPP–Synthasen nachweislich essentiell fu¨r die Sub-
stratbindung und die katalytische Aktivita¨t [99, 68, 81].
Unter Annahme, dass Homogentisat–Prenyltransferasen A¨hnlichkeiten mit anderen
Prenyltransferasen aufweisen, wurden Datenbanken mittels BLAST [2, 143] gepru¨ft.
Die Recherchen fu¨hrten zur Identifizierung von fu¨nf offenen Leserahmen im Genom
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von Synechocystis sp. PCC 6803, deren abgeleitete Aminosa¨uresequenzen alle ein
Aspartat-reiches Motiv beinhalten (Tabelle 3.1). Vier dieser Sequenzen zeigen deutliche
A¨hnlichkeiten zu Prenyltransferasen, die an der Synthese von Chlorophyll (Slr0056),
Phyllochinon (Slr1518), Ubichinon (Slr0926) und Ha¨m A (Sll1899) beteiligt sind.
Fu¨r das von slr1518 kodierte Protein wurde seine Funktion ku¨rzlich durch die Ana-
lyse einer entsprechenden Phyllochinon–defizienten Mutante experimentell verifiziert [67].
Der offene Leserahmen slr1736 kodiert fu¨r ein Polypeptid von 308 Aminosa¨uren, das im
Folgenden als SynHPT fu¨r Synechocystis Homogentisat-Prenyltransferase bezeichnet
wird.
Tabelle 3.1: Konserviertes Aspartat(D)-reiches Motiv in den Aminosa¨uresequenzen von fu¨nf
ausgewa¨hlten Prenyltransferasen aus Synechocystis und mo¨gliche Funktionen der Enzyme auf-
grund von Sequenza¨hnlichkeiten zu charakterisierten Prenyltransferasen.
Protein Motiv Funktion
Slr1736 LNQLWDVD--ID SynHPT (diese Arbeit)
Slr0056 LNDFYDRD--ID Chlorophyll-Synthase
Slr1518 SNDVFDSDTGID 1,4-Dihydroxy-2-naphtoat-Phytyltransferase, MenA [67]
Slr0926 VNDLWDRD--ID 4-Hydroxybenzoat-Prenyltransferase, UbiA
Sll1899 LNCIYDQD--ID Ha¨m A-Synthase
Aus der Voraussage mit TMHMM (Transmembrane Hidden Markov Model [106],
http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0), einer Methode fu¨r die In–silico–Protein-
analyse, geht hervor, dass SynHPT u¨ber mehrere Transmembrandoma¨nen verfu¨gt
und es sich daher wahrscheinlich bei dem Enzym um ein integrales Membranprotein
handelt (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.1: Vorausgesagte Membrantopologie von SynHPT nach TMHMM [106]. Das
Synechocystis-Protein verfu¨gt demnach u¨ber acht Transmembrandoma¨nen (I–VIII) in NAussen-
CAussen–Topologie. Die Position des Aspartat-reichen Motivs ist gekennzeichnet.
3.1.1 Expression von slr1736 in Escherichia coli
Zur funktionalen Charakterisierung von SynHPT wurde der offene Leserahmen
slr1736 in einen pQE-Vektor des Qiaexpress-Systems kloniert und das so gene-
rierte Konstrukt pQE60-SynHPT in Escherichia coli SG13009 [pREP4] exprimiert.
Als Kontrolle wurden Bakterienzellen mit dem Leervektor unter gleichen Bedingungen
kultiviert. Subzellula¨re Fraktionen der E. coli -Zellen wurden in In–vitro–Enzymtests
zusammen mit aus [U-14C]-Tyrosin synthetisiertem Homogentisat und unmarkiertem
Phytylpyrophosphat (PhyPP) als Substrate inkubiert. Anschließend wurden die
lipophilen Reaktionsprodukte mit organischen Lo¨sungsmitteln aus den Ansa¨tzen ex-
trahiert und du¨nnschichtchromatographisch analysiert. Wa¨hrend Inkubationen mit
Membranen von Kontroll-Zellen und mit lo¨slichen Proteinfraktionen keine radioaktiv mar-
kierten Reaktionsprodukte lieferten, resultierten entsprechende Versuche mit Membranen
von E. coli–Zellen, die pQE60-SynHPT exprimierten, in der Bildung der Tocopherol-
Vorstufe 2-Methyl-6-phytyl-1,4-benzo(hydro)chinon (MPBQ, Abbildung 3.2 A).
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Die Ergebnisse lieferten somit Hinweise, dass SynHPT als Homogentisat-Phytyltransferase
an der Vitamin-E-Biosynthese in Synechocystis sp. PCC 6803 beteiligt ist.
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Abbildung 3.2: Funktionale Expression von slr1736 in E. coli. (A) Du¨nnschicht-
chromatographische Analyse von Lipidextrakten aus Enzymtests mit Membranen von E. coli–
Zellen, die den Leervektor (Spur 1) oder pQE60-SynHPT (Spur 2) im Qiaexpress-System ex-
primierten. Die Identifizierung der Reaktionsprodukte erfolgte durch Cochromatographie mit
chemisch synthetisiertem MPBQ (Hydrochinon, MPBQred), das mit Silberoxid zum Chinon
(MPBQox) oxidiert wurde. (B) Vergleich der Homogentisat-Phytyltransferase-Aktivita¨ten in
subzellula¨ren Fraktionen von E. coli nach Expression von slr1736 mit dem Qiaexpress- und
dem Gateway-System. Enzymtests wurden mit 2 µg Protein bei 1 µM markiertem Homogenti-
sat und 4 µM PhyPP durchgefu¨hrt.
Wie in Abbildung 3.2 B dargestellt, erwies sich das Gateway-System fu¨r Expressions-
studien zu SynHPT in E. coli als geeigneter als das Qiaexpress-System. Unter gleichen
Kultivierungsbedingungen zeigten E. coli BL21AI-Zellen, die slr1736 im pDEST14-Vektor
exprimierten, etwa 2fach ho¨here Homogentisat-Prenyltransferase-Aktivita¨ten in ihren
Membranen als E. coli SG13009 [pREP4]-Zellen nach Expression von pQE60-SynHPT
im Qiaexpress-System.
3.1.2 Entwicklung und Analyse einer Synechocystis–Mutante
Um die SynHPT-Funktion in vivo nachzuweisen, wurde eine Chloramphenicol-
Resistenzgen-Kassette durch homologe Rekombination in den offenen Leserahmen slr1736
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von Synechocystis integriert und das Gen somit inaktiviert. Die Unterbrechung des offe-
nen Leserahmens in allen Genomkopien wurde mittels PCR verifiziert (Abbildung 3.3).
B
927bp
1805 bp
1 2 3 4
A
slr1736 (927 bp)
CmR (878 bp)
Eco47III
Abbildung 3.3: Molekularbiologische Analyse der generierten Synechocystis-Mutante. (A) Gel-
elektrophoretische Auftrennung der in PCR-Reaktionen mit fu¨r slr1736–spezifischen Oligonu-
kleotiden und genomischer DNA von Wildtyp-Zellen (Spur 1, 927 bp) und von Mutanten-Zellen
(Spur 3 und 4, 1805 bp) amplifizierten Fragmente. Als DNA-La¨ngenstandard (Spur 2) wurde eine
1 kb-Leiter verwendet. (B) Vereinfachte Darstellung des Wildtyp-Gens slr1736 und der Inser-
tion der Chloramphenicol-Resistenzgen-Kassette (CmR) fu¨r die Synechocystis-Mutante. Kleine
Pfeile repra¨sentieren die fu¨r die PCR-Analyse verwendeten Oligonukleotide.
Wie in Abbildung 3.4 A dargestellt, war in der SynHPT-Mutante im Gegensatz zumWild-
typ bei Enzymtests keine Homogentisat-Phytyltransferase-Aktivita¨t nachweisbar. Deshalb
wurde erwartet, dass sich dies auch im Tocopherol-Gehalt dieser Zellen widerspiegeln
wu¨rde. Tatsa¨chlich erwies sich die Mutante bei der Analyse von Lipidextrakten im Ge-
gensatz zum Wildtyp als Tocopherol-defizient (Abbildung 3.4 B). Die Enzymtests mit
SynHPT in E. coli -Membranen lieferten bereits den Hinweis, dass es sich bei dem Enzym
um ein Membranprotein handelt, das die Decarboxylierung von Homogentisat und die Pre-
nylierung mit PhyPP als Prenyl-Donator und damit den ersten Schritt in der Tocopherol-
Biosynthese von Synechocystis katalysiert. Damit im Einklang stehen die Ergebnisse fu¨r
die Nullmutante, in der durch die Insertion einer Antibiotikum-Resistenzgen-Kassette das
Gen slr1736 fu¨r SynHPT inaktiviert wurde. Die Synechocystis-Mutante wies in Membra-
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Abbildung 3.4: Biochemische Analyse von Synechocystis sp. PCC 6803 Wildtyp und slr1736 -
Mutante durch Enzymtests mit Membranfraktionen (A) und durch HPLC-Untersuchungen von
Lipidextrakten (B). Wildtyp-Zellen enthielten hauptsa¨chlich α-Tocopherol, wa¨hrend β- und
γ-Tocopherol nur in Spuren vorhanden waren (etwa 1% des Gesamt-Tocopherol-Gehalts). Die
Detektion der Tocopherole erfolgte u¨ber Fluoreszenz bei einer Anregungswellenla¨nge von 290 nm
und einer Emissionswellenla¨nge von 325 nm (*Lo¨sungsmittelfront).
nen keine Homogentisat-Phytyltransferase-Aktivita¨t auf und enthielt im Gegensatz zum
Wildtyp keine Tocopherole. Demnach verfu¨gt der Synechocystis-Wildtyp nur u¨ber ein
Enzym, das den ersten Schritt in der Tocopherol-Biosynthese katalysiert. A¨hnliche Stra-
tegien zur Identifizierung einer Homogentisat-Prenyltransferase wurden zeitgleich auch
durch andere Arbeitsgruppen verfolgt [144, 18, 142], so dass neben dem Synechocystis-
Gen auch die fu¨r eine Arabidopsis thaliana Homogentisat-Phytyltransferase (AtHPT1)
codierende mRNA-Sequenz (At2g18950) in Datenbanken zuga¨nglich wurde.
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3.2 Klonierung und Expression von cDNAs fu¨r
eukaryotische Homogentisat-Prenyltransferasen
Die einzellige Gru¨nalge Chlamydomonas reinhardtii ist ein Modellorganismus fu¨r die
Untersuchung biologischer Prozesse in Eukaryoten, da sie leicht kultivierbar ist, die
Zellen transformiert und Mutanten einfach isoliert werden ko¨nnen [49]. Diese Eigen-
schaften machten die Alge interessant als Studienobjekt sowohl fu¨r die Charakterisierung
von Homogentisat-Prenyltransferasen als auch zur Analyse der Prenyllipid-Biosynthese.
Unter Verwendung von degenerierten Oligonukleotiden, abgeleitet von charakteristischen
Motiven der Homogentisat-Prenyltransferasen, wurden cDNA-Expressionsbanken fu¨r
Chlamydomonas (Chlamydomonas Centre, http://www.chlamy.org) mittels PCR abge-
sucht. Es gelang eine cDNA zu identifizieren, die fu¨r ein Polypeptid von 41,1 kD kodiert.
Die abgeleitete Aminosa¨uresequenz ist zu 29% identisch mit SynHPT von Synechocystis
und zu 31% mit AtHPT1 von Arabidopsis. Sie weist jedoch mit 56% deutlich ho¨here
U¨bereinstimmung mit einem auf dem Chromosom 3 (At3g11950) codierten Arabidopsis-
Enzym auf, das daher als AtHPT2 bezeichnet wurde. Wie in Abbildung 3.5 dargestellt,
beinhalten beide Enzyme in ihren Aminosa¨uresequenzen fu¨nf mit AtHPT1 und SynHPT
gemeinsame konservierte Regionen.
Spa¨tere Datenbank-Analysen deckten auf, dass Chlamydomonas wie Arabidopsis zwei
Homogentisat-Prenyltransferasen besitzt. Diese weitere Prenyltransferase, in Abbil-
dung 3.5 als CrHPT1 aufgefu¨hrt, weist u¨ber den Bereich der angegebenen partiellen
Sequenz ho¨here Homologien mit AtHPT1 als mit AtHPT2 auf. Aufgrund der ho¨heren
Sequenza¨hnlichkeit zu AtHPT2 wurde das zuerst identifizierte Chlamydomonas-Protein
als CrHPT2 bezeichnet. Eine zweite a¨hnlich konservierte Sequenz war dagegen im
Synechocystis-Genom nicht nachweisbar.
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Abbildung 3.5: Vergleich der Aminosa¨uresequenzen fu¨r Homogentisat-Prenyltransferasen aus
Synechocystis, Arabidopsis und Chlamydomonas. Die schwarzen Balken markieren die konser-
vierten Regionen (I-V). Aspartat(D)-reiche Motive sind in den Regionen II und IV zu finden. Die
Pfeile geben den Bereich und die Orientierung der zur Amplifikation eines cDNA-Fragments fu¨r
eine Homogentisat-Prenyltransferase CrHPT2 aus Chlamydomonas verwendeten degenerierten
Oligonukleotide wieder. Die Aminosa¨uresequenz fu¨r AtHPT2 wurde auf der Basis eigener cDNA-
Sequenzinformationen korrigiert, da die in der Datenbank angegebene Nukleinsa¨uresequenz ge-
nomischen Ursprungs fu¨r das Protein BAB03104 zwei la¨ngere Insertionen und 3´-untranslatierte
Region beinhaltete. Bei CrHPT1 handelt es sich um eine von genomischen Sequenzinformationen
des DOE Joint Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org, Chlre3 scaffold 30, teilweise iden-
tisch zu jgi|chlre2|169156|C 710052) abgeleiteten partiellen Aminosa¨ureabfolge fu¨r eine zweite
Homogentisat-Prenyltransferase von Chlamydomonas.
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Nach den Hydrophobizita¨ts-Profilen der Prenyltransferasen von Chlamydomonas und Ara-
bidopsis handelt es sich wie bei SynHPT von Synechocystis um integrale Membranproteine
(Abbildung 3.6). Dafu¨r sprachen auch die Voraussagen von 9 Transmembrandoma¨nen fu¨r
AtHPT1 und jeweils 6 Transmembrandoma¨nen fu¨r AtHPT2 und CrHPT2.
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Abbildung 3.6: Hydrophobizita¨ts-Plots fu¨r die Prenyltransferasen aus Synechocystis, Ara-
bidopsis und Chlamydomonas nach Kyte und Doolitte [87]. Positive Werte auf der Y-Achse
deuten auf Hydrophobizita¨t hin. Die Bereiche fu¨r die putativen plastida¨ren Zielsteuerungssequen-
zen am N-Terminus sind grau unterlegt und graue Boxen repra¨sentieren die mit TMHMM [106]
vorausgesagten Transmembrandoma¨nen.
ChloroP [29] sagte fu¨r CrHPT2, AtHPT2 und AtHPT1 N-terminale plastida¨re Zielsteue-
rungssequenzen von 50, 69 bzw. 36 Aminosa¨uren voraus. Allerdings ließ der Vergleich
der Aminosa¨uresequenzen und der Daten zur Hydrophobizita¨t von CrHPT2, AtHPT2
und AtHPT1 mit denen fu¨r SynHPT eher la¨ngere Transitpeptide bei den eukaryotischen
Prenyltransferasen vermuten.
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Insgesamt lieferten die Bioinformatik-Analysen Hinweise dafu¨r, dass AtHPT1, AtHPT2
und CrHPT2 in Chloroplasten-Membranen als Homogentisat-Prenyltransferasen wirksam
sind.
Zur funktionalen Charakterisierung und vergleichenden Analyse der enzymatischen
Eigenschaften wurden die fu¨r die Homogentisat-Prenyltransferasen aus Arabidopsis
und Chlamydomonas codierenden cDNAs nach Deletion des jeweiligen Chloroplasten-
Zielsteuerungssequenz-Bereichs fu¨r die reifen Proteine At∆HPT1, At∆HPT2 und
Cr∆HPT2 mit dem Gateway-System in E. coli exprimiert. Aus den anschließend durch-
gefu¨hrten Enzymtests ging hervor, dass die eukaryotischen und vor allem die Arabidop-
sis-Proteine in wesentlich geringeren Mengen in den bakteriellen Membranen akkumu-
lierten, als es bei SynHPT der Fall war. Dieses Problem wurde zum Teil gelo¨st, indem
die eukaryotischen Proteine mit N-terminaler Glutathion-S-Transferase(GST)–Fusion in
E. coli synthetisiert wurden. Eine Liste der in dieser Studie in E. coli gebildeten modifi-
zierten Proteine fu¨r AtHPT1, AtHPT2 und CrHPT2 ist in Tabelle 3.2 zusammengestellt.
Tabelle 3.2: U¨bersicht der Prenyltransferasen von Arabidopsis und Chlamydomonas (+, mit;
−, ohne) als bakterielle Expressionsprodukte und der dazu verwendeten Konstrukte in E. coli.
Die Plasmidkarten fu¨r diese Konstrukte befinden sich im Anhang.
Protein Charakteristika E. coli–Expressionskonstrukt
GST Zielsteuerungssequenz
At∆HPT1 − − pDEST14-At∆HPT1
GST-At∆HPT1 + − pDEST15-At∆HPT1
GST-AtHPT1 + + pDEST15-AtHPT1
At∆HPT2 − − pDEST14-At∆HPT2
GST-At∆HPT2 + − pDEST15-At∆HPT2
GST-AtHPT2 + + pDEST15-AtHPT2
Cr∆HPT2 − − pDEST14-Cr∆HPT2
GST-Cr∆HPT2 + − pDEST15-Cr∆HPT2
GST-CrHPT2 + + pDEST15-CrHPT2
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Wie in Abbildung 3.7 A gezeigt, akkumulierten die Fusionsproteine fu¨r das Chlamy-
domonas-Pra¨protein (GST-CrHPT2) und das reife Protein (GST-Cr∆HPT2) in gut
detektierbaren Mengen in den Membranen der Bakterienzellen. Dabei lag das reife Fu-
sionsprotein in etwa 1,5fach ho¨heren Mengen als das entsprechende Pra¨protein vor. Die
Arabidopsis-Fusionsproteine waren dagegen in wesentlich geringeren Mengen in den bak-
teriellen Membranen nachweisbar. Im Unterschied zu den Chlamydomonas–Proteinen ak-
kumulierte das GST-fusionierte Pra¨protein GST-AtHPT2 in etwa 2fach ho¨heren Mengen
in den Membranen als das reife Protein GST-At∆HPT2 (Abbildung 3.7 B).
Abbildung 3.7: Western-Blot-Analyse der Membranfraktionen von E. coli–Zellen, die die
Homogentisat-Prenyltransferase von Chlamydomonas (A) oder Arabidopsis AtHPT2 (B) als
Pra¨proteine oder reife Proteine mit N-terminaler GST-Fusion enthielten, mit GST-Antiko¨rpern.
Analysiert wurden Membranfraktionen mit (A) GST-CrHPT2 (Spur 1 und 3) und GST-
Cr∆HPT2 (Spur 2 und 4) unter Verwendung von 3 µg Protein (Spur 1 und 2) bzw. 6 µg
Protein (Spur 3 und 4) sowie (B) GST-AtHPT2 (Spur 1 und 3) und GST-At∆HPT2 (Spur 2
und 4) unter Verwendung von 15 µg Protein (Spur 1 und 2) bzw. 30 µg Protein (Spur 3 und 4).
89
3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
3.3 Eigenschaften von SynHPT und AtHPT1
Zur Charakterisierung der Prenyltransferasen wurden zuna¨chst die Enzymtest-
Bedingungen mit den E. coli–Membranen, die das Synechocystis-Enzym SynHPT ent-
hielten, optimiert. Die ho¨chsten MPBQ-Syntheseraten wurden fu¨r SynHPT bei einem
pH-Wert um 7,5 erzielt (Abbildung 3.8 A). Die Homogentisat-Prenyltransferase beno¨tigte
zweiwertige Kationen als Cofaktoren fu¨r ihre katalytische Aktivita¨t und zeigte ho¨chste
Aktivita¨t bei 2 mM MgCl2 (Abbildung 3.8 B). Mit MnCl2 oder CoCl2 wurden 5-10fach
geringere Stimulierungen als mit MgCl2 erreicht. Geringe Konzentrationen des anioni-
schen Detergens n-Dodecyl-β-D-maltosid stimulierten die Aktivita¨t der Homogentisat-
Prenyltransferase bis zu 2fach, wa¨hrend Konzentrationen ho¨her als 100 µM diese stark
hemmten (Abbildung 3.8 C).
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Abbildung 3.8: Eigenschaften von SynHPT in E. coli–Membranen. Dargestellt sind die
Abha¨ngigkeiten der Enzymaktivita¨t (A) vom pH und (B) von den divalenten Kationen
Mg2+ (•), Mn2+ (∆) und Co2+ (◦) sowie (C) der Einfluss des anionischen Detergens n-Dodecyl-
β-D-maltosid auf die Enzymaktivita¨t.
Unter optimierten Bedingungen zeigte das Synechocystis-Enzym maximale Aktivita¨ten
bei 4 µM [U-14C]-Homogentisat und 10 µM PhyPP (Abbildung 3.9) und apparente Km-
Werte von 1 µM bzw. 6 µM wurden bestimmt. Die Phytylierungsraten waren fu¨r min-
destens 15 min und bis zu 4 µg Protein konstant. Die spezifischen Aktivita¨ten betrugen
200±50 pmol·min−1·mg−1 Protein.
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Abbildung 3.9: Homogentisat- (A) und PhyPP-Abha¨ngigkeit (B) von SynHPT unter op-
timierten Enzymtest-Bedingungen. Die Prenylierungsraten sind in (A) als Funktion der
[U-14C]-Homogentisat-Konzentration bei 10 µM PhyPP und in (B) als Funktion der PhyPP-
Konzentration bei 5 µM [U-14C]-Homogentisat wiedergegeben.
Die optimierten Enzymtest-Bedingungen wurden genutzt, um die Membranfraktionen
von Bakterien–Zellen, die eine reife Homogentisat-Prenyltransferase von Chlamydomonas
oder Arabidopsis oder ein entsprechendes GST-Fusionsprotein enthielten, zu analysieren.
Aus diesen Versuchen ging hervor, dass nur die Membranen mit dem Arabidopsis–Enzym
AtHPT1 als reifes Protein ohne bzw. mit GST-Fusion (At∆HPT1 bzw. GST-At∆HPT1)
u¨ber signifikante Homogentisat-Phytyltransferase-Aktivita¨t verfu¨gten. Das a¨nderte sich
auch nicht, wenn die Inkubationsdauer fu¨r die Reaktionsansa¨tze auf 1 h verla¨ngert und
10-20fach ho¨here Proteinkonzentrationen verwendet wurden.
Die spezifische Aktivita¨t von At∆HPT1 entsprach etwa einem Zehntel der SynHPT-
Aktivita¨t. Durch die GST-Fusion erho¨hte sich die Phytyltransferase-Aktivita¨t von
At∆HPT1 in den bakteriellen Membranen von 20 auf etwa 70 pmol·min−1·mg−1 Protein,
ohne dass Vera¨nderungen in den typischen enzymatischen Eigenschaften beobachtet wur-
den. Die Reaktionsprodukte der Arabidopsis-Prenyltransferase lagen im Gegensatz zu
denen von SynHPT hauptsa¨chlich in der reduzierten Form als Hydrochinone vor (Abbil-
dung 3.10), unabha¨ngig davon, ob das Enzym als rekombinantes Protein mit oder ohne
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GST-Fusion vorlag. Auch die Konzentrationen an Membranproteinen im Reaktionsansatz
a¨nderten das MPBQox/MPBQred-Verha¨ltnis nicht. Es scheint sich dabei um eine Eigen-
schaft der Arabidopsis–Phytyltransferase selbst zu handeln. In Ansa¨tzen mit alkalischeren
pH-Werten nahm das MPBQox/MPBQred-Verha¨ltnis zu, da unter diesen Bedingungen die
Reaktionsprodukte leichter oxidiert wurden.
Start
MPBQox
MPBQred
1 2 3 4
Abbildung 3.10: Vergleichende du¨nnschichtchromatographische Analyse der lipophilen Reak-
tionsprodukte aus Enzymtests mit dem Synechocystis–Enzym SynHPT (Spur 1 und 2) und der
Arabidopsis-Phytyltransferase als GST-At∆HPT1 (Spur 3 und 4) in E. coli–Membranen. Die
Reaktionsansa¨tze enthielten fu¨r SynHPT 4 µg Protein und fu¨r GST-At∆HPT1 12 µg Protein.
Wie SynHPT erreichte die eukaryotische Homogentisat-Prenyltransferase die ho¨chste
katalytische Aktivita¨t bei einem pH um 7,5 und war strikt abha¨ngig von zweiwertigen
Kationen. Die Kationenspezifita¨t des Arabidopsis–Enzyms war allerdings schwa¨cher aus-
gepra¨gt als die des Synechocystis–Enzyms. Bei einer Konzentration von 2 mM wurden
mit MnCl2 bzw. CoCl2 immerhin noch 31% bzw. 16% der fu¨r MgCl2 bestimmten Arabi-
dopsis-Prenyltransferase-Aktivita¨t ermittelt. Das Arabidopsis-Enzym ließ sich in gleicher
Weise wie SynHPT in seiner Aktivita¨t durch geringe Konzentrationen von n-Dodecyl-
β-D-maltosid stimulieren, wobei die Zugabe des Detergens auch hier keinen Einfluss auf
die Substratspezifita¨ten der Prenyltransferase hatte. Wie SynHPT zeigte das Arabidopsis–
Enzym maximale Aktivita¨ten bei 4 µMHomogentisat und 10 µMPhyPP (Abbildung 3.11)
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mit apparenten Km-Werten bei etwa 1 µM. Damit war der Km-Wert fu¨r den Prenyl-
Donator kleiner als der des Synechocystis–Enzyms.
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Abbildung 3.11: Homogentisat- (A) und PhyPP-Abha¨ngigkeit (B) der Arabidopsis-
Phytyltransferase in E. coli–Membranen unter optimierten Enzymtest-Bedingungen. Die Pre-
nylierungsraten sind in (A) als Funktion der [U-14C]-Homogentisat-Konzentration bei 10 µM
PhyPP und in (B) als Funktion der PhyPP-Konzentration bei 5 µM [U-14C]-Homogentisat wie-
dergegeben.
Sowohl die Arabidopsis- als auch die Synechocystis-Homogentisat-Prenyltransferase
konnten neben Homogentisat bis zu einem gewissen Grad auch das entsprechende
Lacton als Prenylakzeptor nutzen, vermutlich weil das Lacton unter den Versuchs-
bedingungen partiell hydrolysiert wurde (Abbildung 3.12). Daru¨ber hinaus wurden bei
SynHPT mit den im Biosyntheseweg von Homogentisat auftretenden Intermediaten
4-Hydroxyphenylpyruvat und Tyrosin sowie mit dem fu¨r die Biosynthese von Ubichinonen
relevanten 4-Hydroxybenzoat niedrige Aktivita¨ten festgestellt.
Beide Prenyltransferasen erwiesen sich in Enzymtests mit markiertem Homogentisat als
spezifisch fu¨r die C20-PrenylPPs PhyPP und GGPP (Abbildung 3.13) und waren mit
FPP oder SPP inaktiv. Dabei war SynHPT, wie zuvor bei den Prenyl-Akzeptoren,
weniger Substrat-spezifisch als das in Bakterien synthetisierte eukaryotische Enzym. Fu¨r
SynHPT wurden mit GGPP etwa 50% der mit PhyPP erreichten Aktivita¨ten bei
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Abbildung 3.12: Prenylakzeptor-Spezifita¨ten von SynHPT (weisse Balken) und GST-
At∆HPT1 (graue Balken). Dargestellt ist der Grad der Hemmung der Einbauraten von [U-14C]-
Homogentisat (2 µM) in lipophile Produkte bei 10 µM PhyPP durch 20 µM einer unmarkierten
aromatischen Verbindung (HG, Homogentisat; HGL, 2,5-Dihydroxyphenylessigsa¨ure-γ-lacton;
HPP, 4-Hydroxyphenylpyruvat; TYR, Tyrosin; HB, 4-Hydroxybenzoat).
10 µM PrenylPP ermittelt. Bei niedrigeren PrenylPP-Konzentrationen waren die Un-
terschiede zwischen den Aktivita¨ten mit PhyPP und GGPP geringer. Das Arabidopsis-
Enzym war in Versuchen mit 10 µM PrenylPP bei GGPP bis zu 20fach weniger aktiv als
bei PhyPP.
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Abbildung 3.13: PrenylPP-Spezifita¨ten von SynHPT (A) und GST-At∆HPT1 (B). Die Pre-
nylierungsraten von 5 µM [U-14C]-Homogentisat sind als Funktion der Konzentrationen von
PhyPP (•), GGPP (∆), FPP (◦) und SPP () wiedergegeben.
94
3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Die Versuche zeigen, dass das in Bakterien-Membranen vorliegende Arabidopsis-Enzym
wesentlich spezifischer als SynHPT PhyPP gegenu¨ber GGPP zur Prenylierung von Ho-
mogentisat nutzt und damit die Bildung der Tocopherol-Vorstufe 2-Methyl-6-phytyl-1,4-
benzohydrochinon (MPBQ) katalysiert. Die Ergebnisse sind in guter U¨bereinstimmung
mit den von Collakova und DellaPenna [18] ermittelten PrenylPP-Spezifita¨ten,
obwohl die Autoren, vermutlich aufgrund der sehr niedrigen ermittelten Enzymakti-
vita¨ten, die GGPP-abha¨ngige Aktivita¨t des Arabidopsis-Enzyms nicht nachweisen konn-
ten. Da die in E. coli synthetisierten AtHPT1-Proteine in den Enzymtests keine Aktivita¨t
mit SPP als Prenyl-Donator zeigten, ist es unwahrscheinlich, dass diese Homogentisat-
Prenyltransferase in vivo im PQ-9-Syntheseweg aktiv ist. Havaux et al. [51] beschrieben
eine Arabidopsis-Mutante, in der die Tocopherole-Biosynthese aufgrund eines Defekts im
Homogentisat-Phytyltransferase-Gen fu¨r AtHPT1 stark beeintra¨chtigt war. Die PQ-9-
Gehalte wurden nicht untersucht. Die Mutante erwies sich aber als photosynthetisch aktiv,
was gegen einen PQ-9-Mangel und damit gegen eine Beteiligung von AtHPT1 an der
PQ-9-Biosynthese aber fu¨r eine Funktion des Enzyms in der Vitamin-E-Synthese spricht.
Die durch die Enzymtests nachgewiesene Spezifita¨t der in E. coli synthetisierten Synecho-
cystis–Prenyltransferase SynHPT fu¨r PhyPP stimmt mit der Beobachtung u¨berein,
dass der Verlust dieser Prenyltransferase in Synechocystis zu Tocopherol-Mangel fu¨hrt.
Das zeigt, dass die Aktivita¨t von SynHPT in vivo essentiell ist fu¨r die Bildung von
Tocopherolen. Allerdings zeigten die Enzymtests auch, dass SynHPT wesentlich bes-
ser GGPP als Prenyl-Donator nutzte als das Arabidopsis-Enzym und die Synthese der
Tocotrienol-Vorstufe 2-Methyl-6-geranylgeranyl-1,4-benzohydrochinon (MGGBQ) kataly-
sierte. Tocotrienole sind im Synechocystis-Wildtyp nur in sehr geringen Konzentratio-
nen vorhanden [75]. Mo¨glicherweise ist die PrenylPP-Spezifita¨t von SynHPT in vivo
sta¨rker ausgepra¨gt und/oder das Enzym wird in erster Linie mit PhyPP als Prenyl-
Donator versorgt. Fu¨r Letzteres sprechen die Daten von Shpilyov et al. [148]. Diese
Autoren zeigten, dass durch die Inaktivierung des Synechocystis–Gens fu¨r die Geranyl-
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geranylreduktase, die GGPP in PhyPP u¨berfu¨hrt, die Mutante statt Tocopherole nur
Tocotrienole akkumulierte [148]. Einige Studien liefern Hinweise, dass die Vitamin-E-
Biosyntheserate in Synechocystis prima¨r u¨ber den Homogentisat-Gehalt gesteuert wird.
So resultierte ein Defekt im Homogentisat-Syntheseweg in Tocopherol-Mangel [25]. Ei-
ne Erho¨hung der Homogentisat-Konzentration in Synechocystis–Zellen durch die Ex-
pression eines Gens fu¨r eine Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (HPD) fu¨hrte nicht
nur zu ho¨heren Tocopherol-, sondern auch zu ho¨heren Tocotrienol-Gehalten. Bei
zusa¨tzlicher Expression eines Geranylgeranyl-Reduktase-Gens akkumulierten ausschließ-
lich Tocopherole [75]. Demnach hat die Geranygeranyl-Reduktase offensichtlich einen
Einfluss auf die Vitamin-E-Zusammensetzung, wa¨hrend die Aktivita¨t der Homogentisat-
Prenyltransferase SynHPT und damit die Vitamin-E-Syntheserate u¨ber das Angebot an
Homogentisat reguliert wird.
Mit SPP wies das Synechocystis–Enzym in E. coli–Membranen keine Homogentisat-
Prenyltransferase-Aktivita¨t auf (Abbildung 3.13). Dies korreliert mit der Beobachtung,
dass in einer SynHPT-Mutante Tocopherole fehlten, aber PQ-9 entsprechend dem
Wildtyp-Gehalt vorhanden war [144]. Die Analyse einer Synechocystis-Mutante mit De-
fekt im Homogentisat-Syntheseweg zeigte, dass die PQ-9-Biosynthese im Gegensatz zur
Tocopherol-Synthese unbeeinflusst blieb [25]. Offenbar wird im Gegensatz zu Pflanzen
in Synechocystis kein Homogentisat fu¨r die Synthese von PQ-9 beno¨tigt. Die Tatsache,
dass in Synechocystis keine zweite konservierte Homogentisat-Prenyltransferase-Sequenz
gefunden wurde, deutet darauf hin, dass eine noch nicht charakterisierte Solanesyltrans-
ferase mit einer anderen Kopfgruppen-Spezifita¨t an der Synthese von PQ-9 beteiligt ist.
Mo¨glicherweise wird dieses Enzym von slr0926 kodiert, das deutliche A¨hnlichkeiten zu
4-Hydroxybenzoat–Prenyltransferasen aufweist (Tabelle 3.1), zumal Synechocystis kein
Ubichinon synthetisiert, sondern PQ-9 auch in der respiratorischen Elektronentransport-
kette als mobilen Elektronentra¨ger nutzt [7, 60].
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3.4 Eigenschaften von CrHPT2 und AtHPT2
Im Gegensatz zu At∆HPT1 und zu SynHPT, die keinerlei Aktivita¨t mit FPP zeigten,
katalysierte das als Cr∆HPT2 oder GST-Cr∆HPT2 bakteriell synthetisierte Enzym von
Chlamydomonas die Prenylierung und Decarboxylierung von Homogentisat, wenn PhyPP
im Reaktionsgemisch durch FPP ersetzt wurde. Wie Abbildung 3.14 A zeigt, lagen die
Reaktionsprodukte wie bei der Arabidopsis-Phytyltransferase vor allem in der reduzierten
Form vor.
PhyPP FPP
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MFBQred
MFBQox
MPBQred
A
PhyPP FPP
Start
MFBQred
MFBQox
MPBQred
B
MPBQox
Abbildung 3.14: Du¨nnschichtchromatographische Analyse der ausgehend von markier-
tem Homogentisat und PhyPP oder FPP in Enzymtests mit (A) GST-Cr∆HPT2 und
(B) GST-At∆HPT2 gebildeten Reaktionsprodukte (MFBQ, 2-Methyl-6-farnesyl-1,4-benzo-
(hydro)chinon).
Die Identita¨t der Prenylierungsprodukte wurde mittels GC/MS verifiziert (Abbil-
dung 3.15 A und C). Entsprechende Enzymtests mit E. coli-Membranen, die GST-
AtHPT2 oder GST-At∆HPT2 enthielten (Abbildung 3.14 B), oder mit isolierten
Chloroplasten-Hu¨llmembranen aus Spinat lieferten die gleichen Reaktionsprodukte. Die
Daten besta¨tigten, dass es sich bei den in E. coli synthetisierten Enzymen um
Homogentisat-Prenyltransferasen handelt, und deckten auf, dass eine Farnesyltransferase-
Aktivita¨t durchaus auch in plastida¨ren Hu¨llmembranen auftritt. Die Ergebnisse deuteten
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Abbildung 3.15: GC/MS-Analyse der aus Homogentisat und FPP bzw. GGPP gebilde-
ten Reaktionsprodukte 2-Methyl-6-farnesyl-1,4-benzohydrochinon (MFBQ, A) und 2-Methyl-
6-geranylgeranyl-1,4-benzohydrochinon (MGGBQ, B). Die lipophilen Prenylierungsprodukte
waren zuvor aus Reaktionsansa¨tzen mit der Chlamydomonas-Prenyltransferase extrahiert,
mit Natriumborhydrid reduziert, u¨ber HPLC aufgereinigt und mit N-Methyl-N-trimethylsilyl-
trifluoracetamid derivatisiert worden. Das MFBQ-Derivat-Moleku¨lion (A) wurde bei 30,3 min
mit einem Masse/Ladung-Verha¨ltnis (m/z) von 472 bzw. 486 (markierte Kopfgruppe) detektiert,
das geranylgeranylierte Produkt (B) hingegen bei 36,3 min mit m/z 540 bzw. 554 (markierte
Kopfgruppe). Die Fragmentierung der Moleku¨le ist in (C) dargestellt.
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außerdem darauf hin, dass CrHPT2 und AtHPT2 eine andere Gruppe von Homogentisat-
Prenyltransferasen als die Phytyltransferasen SynHPT und AtHPT1 repra¨sentieren. Diese
Annahme wurde durch die weitere Analyse der enzymatischen Eigenschaften der beiden
Homogentisat-Prenyltransferasen unterstu¨tzt. Die Versuche wurden vor allem mit E. coli–
Membranen, die GST-Cr∆HPT2 enthielten, durchgefu¨hrt, da mit diesen die ho¨chsten
Prenylierungsraten erreicht wurden.
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Abbildung 3.16: Eigenschaften der Chlamydomonas–Prenyltransferase als GST-Cr∆HPT2 in
E. coli–Membranen. Die Farnesylierungsraten bei 0,1 mM [U-14C]-Homogentisat und 0,2 mM
FPP sind als Funktionen des pHs in mit Bis-Tris-Propan (◦) und Tricin (•) gepufferten Re-
aktionsansa¨tzen dargestellt (A) sowie in (B) als Funktion der Konzentration von MgCl2 (•),
MnCl2 (∆) und CoCl2 (◦). CrHPT2 und AtHPT2 stimmen in ihrer Kationenspezifita¨t u¨berein.
Wie in Abbildung 3.16 dargestellt, wies das Chlamydomonas–Enzym ein pH-Optimum
bei 8.5 auf und war in Tricin-Puffer deutlich aktiver als in Bis-Tris-Propan-Puffer. Da-
mit verfu¨gte das Chlamydomonas–Enzym u¨ber ein alkalischeres pH-Optimum als die
Phytyltransferasen von Synechocystis und Arabidopsis. Es zeigte die selbe Kationen-
Spezifita¨t wie die Phytyltransferasen, erreichte aber erst bei 10fach ho¨heren MgCl2-
Konzentrationen seine optimale Aktivita¨ten (Abbildung 3.16 B). Die Prenylierungsraten
in Abha¨ngigkeit von den Substratkonzentrationen lieferten typische Sa¨ttigungskinetiken.
Maximale Aktivita¨ten wurden allerdings erst bei relativ hohen Substrat-Konzentrationen
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von 150 bis 300 µM erreicht (Abbildung 3.17). Die apparenten Km-Werte lagen mit etwa
40 µM deutlich ho¨her als die der Phytyltransferasen.
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Abbildung 3.17: Homogentisat- (A) und FPP-Abha¨ngigkeit (B) der Chlamydomonas-
Homogentisat-Prenyltransferase. Die Prenylierungsraten von [U-14C]-Homogentisat durch GST-
Cr∆HPT2 wurden (A) bei 0,2 mM FPP und (B) bei 0,1 mM markiertem Homogentisat ermit-
telt.
In seiner Prenylakzeptor-Spezifita¨t unterschied sich das Chlamydomonas-Enzym (Ab-
bildung 3.18) kaum von der Arabidopsis-Phytyltransferase und erwies sich als spe-
zifisch fu¨r Homogentisat. Alle im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Homogentisat-
Prenyltransferasen katalysierten die Prenylierung von Homogentisat jedoch nur, wenn es
in der reduzierten Form als Hydrochinon vorlag. Unter optimalen Bedingungen waren die
mit dem Chlamydomonas–Enzym ermittelten Farnesylierungsraten fu¨r 30 min and min-
destens 50 µg Protein konstant. Die spezifischen Aktivita¨ten des in E. coli vorliegenden
Fusionsproteins GST-Cr∆HPT2 lagen mit 50±15 pmol·min−1·mg−1 Protein bis zu 4-mal
ho¨her als bei entsprechenden Membranfraktionen mit Cr∆HPT2, aber nur 1,5fach ho¨her
als bei Membranen mit GST-CrHPT2. Somit korrelierten die fu¨r die Fusionsproteine er-
mittelten Aktivita¨ten mit der Akkumulation der Proteine in den Bakterienmembranen
(Abbildung 3.7).
100
3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
0
20
40
60
80
HG HGL HPP TYR HB
H
e
m
m
u
n
g
[%
]
100
H
e
m
m
u
n
g
[%
]
Abbildung 3.18: Prenylakzeptor-Spezifita¨ten der Prenyltransferasen von Chlamydomonas
(weisse Balken) und Arabidopsis AtHPT2 (graue Balken) in E. coli–Membranen. Dargestellt ist
der Grad der Hemmung der Einbauraten von [U-14C]-Homogentisat (6 µM) in lipophile Produkte
bei 0,2 mM FPP durch 0,1 mM der angegebenen unmarkierten aromatischen Verbindung (HG,
Homogentisat; HGL, 2,5-Dihydroxyphenylessigsa¨ure-γ-lacton; HPP, 4-Hydroxyphenylpyruvat;
TYR, Tyrosin; HB, 4-Hydroxybenzoat).
Bei Enzymtests mit E. coli -Membranfraktionen, die ein rekombinantes AtHPT2-Protein
enthielten, waren Prenyltransferase-Aktivita¨ten nur mit den GST-Fusionsproteinen GST-
AtHPT2 und GST-At∆HPT2 nachweisbar. Fu¨r das Fusionsprotein GST-At∆HPT2 wur-
den spezifische Aktivita¨ten von 5 pmol·min−1·mg−1 Protein und fu¨r GST-AtHTP2 von
2 pmol·min−1·mg−1 Protein ermittelt. Damit zeigten die rekombinanten Arabidopsis-
Enzyme deutlich niedrigere Aktivita¨ten als die entsprechenden GST-Fusionsproteine zu
dem Chlamydomonas–Enzym, was mit den unterschiedlichen Gehalten, in denen die
Fusionsproteine von Chlamydomonas und Arabidopsis in den E. coli–Membranen nach-
weisbar waren (Abbildung 3.7), korreliert. Bei einem Vergleich von GST-At∆HPT2 und
GST-AtHPT2 wird deutlich, dass die Aktivita¨ten dieser Enzyme nicht mit den unter-
schiedlichen Gehalten der Arabidopsis-Proteine in den Bakterienmembranen in Bezie-
hung stehen. Im Gegensatz zu den Chlamydomonas-Fusionsproteinen akkumulierte GST-
AtHPT2 in ho¨heren Mengen in E. coli -Membranen als GST-At∆HPT2 (Abbildung 3.7),
zeigte sich aber weniger aktiv als GST-At∆HPT2. Demnach scheint die Zielsteuerungs-
sequenz im Arabidopsis-Fusionsprotein GST-AtHPT2 im Unterschied zum entsprechen-
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den Chlamydomonas-Fusionsprotein die Ausbildung einer katalytisch aktiven Konforma-
tion zu beeintra¨chtigen.
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Abbildung 3.19: Du¨nnschichtchromatographische Analyse der Reaktionsprodukte von GST-
Cr∆HPT2 (A) und GST-At∆HPT2 (B) aus Enzymtests mit FPP (Spur 1 und 2), GGPP
(Spur 3 und 4) oder SPP (Spur 5 und 6) als Prenyl-Donatoren. Die Enzyme wurden in Reak-
tionsgemischen ohne (Spur 1, 3 und 5) und mit 0,12 mM n-Docecyl-β-D-maltosid (Spur 2, 4
und 6) in Gegenwart von 0,1 mM PrenylPP und 10 µM markiertem Homogentisat inkubiert.
Reduzierte Reaktionsprodukte wiesen einen niedrigeren Rf -Wert als die oxidierten Produkte
auf. Prenylierungsprodukte aus Enzymtests mit GGPP und SPP wurden mittels GC/MS (Ab-
bildung 3.15) bzw. durch Cochromatographie mit aus Iris hollandica-Zwiebeln gewonnenem
2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzochinon (MSBQox) identifiziert. Die Identita¨t des Standards wur-
de mittels LC/MS u¨berpru¨ft. Durch Behandlung mit NaBH4 wurde MSBQox in die reduzierte
Form u¨berfu¨hrt.
GST-At∆HPT2 zeigte a¨hnliche Eigenschaften wie die Chlamydomonas–Prenyltransferase.
Wie diese nutzte es spezifisch Homogentisat und das entsprechende Lacton als Prenyl-
akzeptor (Abbildung 3.18). Daru¨ber hinaus waren beide Enzyme mit FPP als Prenyl-
Donator aktiver als mit GGPP und zeigten mit PhyPP oder SPP nur sehr geringe Akti-
vita¨ten (Abbildung 3.19 und 3.20 A). Allerdings war die Prenyldiphosphat-Spezifita¨t des
Arabidopsis–Enzyms sta¨rker ausgepra¨gt als die des Chlamydomonas–Enzyms. Bei beiden
102
3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Enzymen nahm die Spezifita¨t fu¨r FPP gegenu¨ber GGPP zu, wenn die Homogentisat-
Konzentration von 10-20 µM auf 100 µM gesteigert wurde, da dies die FPP-abha¨ngige
Aktivita¨t in sta¨rkerem Maße steigerte als die Aktivita¨t mit den anderen PrenylPPs.
SPPFPP GGPP PhyPP
80
120
160
0
40
B
R
e
la
tiv
e
A
kt
iv
itä
t
[%
]
...
A
SPPFPP GGPP PhyPP
80
120
160
0
40R
e
la
tiv
e
A
kt
iv
itä
t
[%
]
...
Abbildung 3.20: PrenylPP-Spezifita¨ten von Chlamydomonas Cr∆HPT2 (graue Balken) und
Arabidopsis At∆HPT2 (weisse Balken) als GST-Fusionsproteine in E. coli Membranen. Die
Enzyme wurden in Reaktionsgemischen ohne (A) und mit 0,12 mM n-Docecyl-β-D-maltosid
(B) in Gegenwart von 0,1 mM PrenylPP und 10µM markiertem Homogentisat inkubiert. Die
Homogentisat-Prenylierungsraten katalysiert durch GST-Cr∆HPT2 and GST-At∆HPT2 sind
prozentual im Verha¨ltnis zu den ermittelten Enzymaktivita¨ten mit FPP (100%) in Abwesenheit
des Detergens wiedergegeben. Versuche mit Cr∆HPT2 lieferten nahezu identische Ergebnisse zu
denen mit GST-Cr∆HPT2.
Die Zugabe von 0,12 mM n-Dodecyl-β-D-maltosid in den Reaktionsansatz fu¨hrte dagegen
zu einer deutlichen Vera¨nderung der Prenyldonator-Spezifita¨t beider Enzyme. Dadurch
wurden die SPP-abha¨ngigen Aktivita¨ten stimuliert, nicht aber die FPP- und GGPP-
abha¨ngigen Aktivita¨ten (Abbildung 3.19 und 3.20 B). Unter diesen Bedingungen erreich-
ten beide Enzyme maximale Aktivita¨ten mit SPP. Diese Daten deuteten darauf hin, dass
das Detergenz die Lo¨slichkeit des exogenen sehr langkettigen Prenyl-Donors und damit die
Zuga¨nglichkeit des Substrats fu¨r das Enzym verbesserte. Ho¨here n-Dodecyl-β-D-maltosid
bis zu 0,8 mM fu¨hrten in Versuchen mit GST-Cr∆HPT2 zu einer ausgepra¨gteren Spezifita¨t
des Enzyms gegenu¨ber SPP. Wa¨hrend die SPP-abha¨ngige Aktivita¨t durch die ho¨heren
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Detergens-Konzentrationen noch weiter stimuliert wurde, resultierten diese in starken
Hemmungen der FPP- und GGPP-abha¨ngigen Aktivita¨ten.
Ingesamt zeigen diese Daten, dass es sich bei dem zweiten Arabidopsis–Enzym und bei
dem Enzym aus Chlamydomonas, wie bereits aufgrund der Aminosa¨uresequenz-Analysen
vermutet, um Membranproteine mit Homogentisat-Prenyltransferase-Aktivita¨ten han-
delt. Die beiden Enzyme stimmen in den Prenylakzeptor-Spezifita¨ten mit den unter-
suchten Phytyltransferasen aus Synechocystis und Arabidopsis u¨berein, sie unterschei-
den sich von letzteren jedoch in den PrenylPP-Spezifita¨ten. Anders als die Phytyltrans-
ferasen nutzten die in E. coli synthetisierten rekombinanten AtHPT2- und CrHPT2-
Proteine kaum PhyPP als Prenyl-Donator fu¨r die Prenylierung von Homogentisat, son-
dern zeigten wesentlich ho¨here Aktivita¨ten mit den mehrfach ungesa¨ttigten Prenyl-
Donatoren FPP, GGPP und unter bestimmten Bedingungen auch mit SPP. A¨hnlich
breite Substratspezifita¨ten hinsichtlich der Kettenla¨nge der Prenyl-Donatoren sind fu¨r
einige 4-Hydroxybenzoat-Prenyltransferasen beteiligt an der Ubichinon-Biosynthese in
Pro- und Eukaryoten beschrieben [103, 114]. Die Versuche zeigen klar, dass das Chlamy-
domonas-Protein und das entsprechende Arabidopsis-Protein eine andere Gruppe von
Homogentisat-Prenyltransferasen darstellen als die Phytyltransferasen und deuten dar-
auf hin, dass CrHPT2 und AtHPT2 an der PQ-9–Biosynthese beteiligt sind. Sowohl
fu¨r AtHPT2 als auch fu¨r CrHPT2 wurde mit ChloroP [29] eine plastida¨re Lokalisati-
on vorausgesagt. Im Fall von AtHPT2 ist die subzellula¨re Lokalisation in Chloroplasten-
Hu¨llmembranen durch eine Proteom-Studie zu Arabidopsis nachgewiesen [34]. Das la¨sst
darauf schließen, dass auch das Chlamydomonas-Enzym eine plastida¨re Homogentisat-
Prenyltransferase ist.
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3.5 Samenspezifische Expression der cDNA fu¨r
AtHPT1 in Brassica napus
Die fu¨r die rekombinanten AtHPT1-Proteine in E. coli–Membranen durch In–
vitro–Enzymtests ermittelten PrenylPP-Spezifita¨ten machten die Homogentisat-
Prenyltransferase zu einem interessanten Ansatzpunkt zur Steigerung der Vitamin-E-
Gehalte in Sameno¨len von Brassica napus. Zu diesem Zweck wurden verschiedene
bina¨re Pflanzenvektoren erzeugt (Abbildung 3.21), mit denen die samenspezifische
Expression der AtHPT1-cDNA alleine oder in Kombination mit cDNAs fu¨r eine
4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (HPD) und eine Cyclase in B. napus erreicht
werden sollte. Die Coexpression mit den Sequenzen fu¨r diese weiteren Enzyme des
Tocochromanol-Biosyntheseweges sollte etwaiger Substratlimitierung (Homogentisat)
und/oder Hemmung der Prenyltransferase-Aktivita¨t durch akkumulierende Prenylie-
rungsprodukte entgegenwirken und den Fluss in Richtung der Endprodukte lenken.
1 NPT pNapin AtHPT1 T
2 pNapin AtHPT1 TTTpHPDpNPT
3 pNapin AtHPT1 TT TpHPD pNPT
4
LB
TpHPD pNapin AtHPT1 T pNapin TC TT pNPT
RB
Abbildung 3.21: T-DNA-Bereiche in den chima¨ren Genkonstrukten pAtHPT1 (1), pAtHPT1-
TpHPDa (2), pAtHPT1-TpHPDb (3) und pAtHPT1-HPD-TC (4) fu¨r die Transformation von
B. napus (LB, linker Grenzbereich der T-DNA; RB, rechter Grenzbereich der T-DNA; NPT,
Neomycin-Phosphotransferase-Gen fu¨r die Selektion; AtHPT1, offener Leserahmen fu¨r AtHPT1;
TpHPD, offener Leserahmen fu¨r eine humane HPD mit Transitpeptid; TC, offener Leserah-
men fu¨r die Cyclase aus Arabidopsis; pNapin, Napin-Promotor; p, DC3-Promotor; T, Nopalin-
Synthase-Terminator). Die Fusion der HPD mit der plastida¨ren Zielsteuerungssequenz erwies
sich in Versuchen mit HPD-Einfachgenkonstrukten als geeignet [127].
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Da die Orientierung der Gene in den Vektoren ha¨ufig die Expression beeinflusst [119],
wurden die cDNA-Sequenzen fu¨r AtHPT1 und HPD in Doppelgenkonstrukten in gleicher
oder entgegengesetzter Orientierung kloniert (Abbildung 3.21).
Die Plasmide wurden u¨ber Agrobacterium tumefaciens–vermittelte Transformation auf
B. napus Drakkar u¨bertragen. Regenerierte Pflanzen, die in NPT-ELISA-Tests positive
Ergebnisse lieferten, wurden geselbstet und die aus ca. 20 Samen einer Transformante
extrahierten Sameno¨le wurden hinsichtlich ihrer Gehalte und Zusammensetzung an Toco-
chromanolen im Vergleich zu Kontrollen analysiert.
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Abbildung 3.22: Tocochromanol-Gehalt in reifen transgenen B. napus T2-Samen von un-
abha¨ngigen transgenen T1-Linien, die pAtHPT1, pAtHPT1-TpHPDa, pAtHPT1-TpHPDb und
pAtHPT1-HPD-TC exprimierten, sowie von den entsprechenden Wildtyp-Kontrollen K1, K2
und K3. Die transgenen Pflanzen wurden unter verschiedenen Umweltbedingungen angezogen,
folglich unterscheiden sich die Wildtyp-Kontrollen in den Absolutwerten. N steht fu¨r die jeweilige
Anzahl der analysierten Pflanzen. Die mittlere Erho¨hung der Tocopherol-Gehalte in transgenen
Linien im Vergleich zum Wildtyp sind prozentual wiedergegeben (? und •, Individuen mit Ge-
halten außerhalb des markierten Bereichs; # signifikant mit p < 0,05).
Wie in Abbildung 3.22 dargestellt, lag der Gesamt-Tocopherol-Gehalt in Sameno¨len
von Transformanten mit dem Einfachgenkonstrukt pAtHPT1 im Mittel bei 111% des
Wildtyp-Gehalts. Bei gleicher Orientierung der Gene im Doppelgenkonstrukt pAtHPT1-
TpHPDa wurden a¨hnliche Ergebnisse wie mit dem Einfachgenkonstrukt ermittelt.
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Weiter gesteigert wurde der Gesamt-Tocopherol-Gehalt durch die Verwendung des Dop-
pelgenkonstrukts pAtHPT1-TpHPDb und des Dreifachgenkonstrukts pAtHPT1-HPD-
TC. Im Mittel enthielten die pAtHPT1-TpHPDb-Transformanten in ihren Sameno¨len
116% des Wildtyp-Gehaltes an Tocopherolen und Transformanten mit pAtHPT1-HPD-
TC 118%. Im Verha¨ltnis zum Einfachgenkonstrukt hatte die zusa¨tzliche Expression der
cDNA fu¨r die HPD einen gro¨ßeren Einfluss auf den Tocopherol-Gehalt als die Expression
der Cyclase-kodierenden Sequenz.
Wa¨hrend die Sameno¨le der vereinigten Samen transgener T1-Pflanzen noch wenig in ih-
ren Vitamin-E-Gehalten differierten, wiesen ihre Nachkommen diesbezu¨glich erhebliche
Unterschiede je nach verwendetem Konstrukt auf. Die Ergebnisse fu¨r T3- und T4-Samen
sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst. Die aufgefu¨hrten transgenen Populationen und aus-
gewa¨hlten Einzelpflanzen zeichneten sich durch deutliche Erho¨hungen der Tocochromanol-
Gehalte in ihren Sameno¨len im Vergleich zum Wildtyp aus. Diese waren vor allem auf
Steigerungen der Gehalte an γ- und α-Tocopherol zuru¨ckzufu¨hren. Erho¨hte Tocotrienol-
Gehalte wurden nicht beobachtet. Bei den transgenen T2-Pflanzen wurden mit Mehrfach-
genkonstrukten deutlich ho¨here Steigerungen im Tocopherol-Gehalt erzielt, als mit dem
Einfachgenkonstrukt. So betrug der mittlere Gesamt-Tocopherol-Gehalt in Samen von
T2-Pflanzen mit dem Einfachgenkonstrukt 785 mg·kg−1 O¨l (105%), mit den Doppelgen-
konstukten 879 (118%) bzw. 1096 mg·kg−1 O¨l (147%) und mit dem Dreifachgenkonstrukt
bei zwei Linien 933 (125%) bzw. 1151 mg·kg−1 O¨l (154%) gegenu¨ber 748 mg·kg−1 O¨l
im Wildtyp (100%). Die transgene T2-Pflanze mit dem ho¨chsten Tocochromanol-Gehalt
enthielt 2-mal mehr Vitamin E in ihren Sameno¨len als die Wildtyp-Kontrollen, eine ent-
sprechende T3-Pflanze wies sogar eine 2,4fache Steigerung im Tocochromanol-Gehalt im
Vergleich zum Wildtyp auf.
Wie bereits aus der Analyse der Samen von T1-Pflanzen hervorging (Abbildung 3.22),
hatte das Doppelgenkonstrukt pAtHPT1-TpHPDb bei den T2-Pflanzen a¨hnlich hohe
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Tabelle 3.3: Prenyllipid-Zusammensetzung und -Gehalt in reifen Samen transgener B. napus
T2- und T3-Pflanzen, die die Konstrukte pAtHPT1, pAtHPT1-HPDa/b und pAtHPT1-HPD-
TC exprimierten. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler fu¨r die verschiedenen Po-
pulationen sowie die Gehalte fu¨r ausgewa¨hlte Individuen. α, α-Tocopherol; γ, γ-Tocopherol;
δ, δ-Tocopherol; P-8, Plastochromanol-8; N, Zahl der analysierten transgenen Pflanzen oder
Wildtypen; (1) und (2), zwei Linien und deren Nachkommen; * p < 0,05 signifikant)
Tocochromanol-Gehalt [mg·kg−1 O¨l]
N α γ δ P-8 Gesamt Gesamt [%]
T2-Pflanzen
Wildtyp 29 311 ± 9,0 417 ± 9,3 9,7 ± 0,2 9,8 ± 0,9 748 ± 12 100
AtHPT1 42 320 ± 8,8 448 ± 7,8 12,0 ± 0,2 5,2 ± 0,3 785 ± 11 105
AtHPT1-TpHPDa 36 360 ± 9,3* 495 ± 13* 14,1 ± 0,5* 9,4 ± 0,5 879 ± 18* 118*
AtHPT1-TpHPDb 35 457 ± 15* 602 ± 15* 24,6 ± 1,3* 12,1 ± 0,7 1096 ± 22* 147*
AtHPT1-TpHPD-TC (1) 43 371 ± 13* 676 ± 13* 74,9 ± 3,8* 29,2 ± 3,3* 1151 ± 20* 154*
AtHPT1-TpHPD-TC (2) 46 355 ± 12 507 ± 9,9* 43,9 ± 5,1* 26,6 ± 1,8* 933 ± 13* 125*
Auswahl T2-Pflanzen
AtHPT1 340 579 15 3,8 937 125
AtHPT1-TpHPDa 380 668 20 9 1076 144
AtHPT1-TpHPDb 618 696 29 20 1363 182
AtHPT1-TpHPD-TC (1) 664 669 104 16 1453 194
AtHPT1-TpHPD-TC (2) 609 522 20 69 1220 163
T3-Populationen
Wildtyp 25 349 401 11 11 772 100
AtHPT1-TpHPD-TC (1) 41 388 ± 11 712 ± 15* 104 ± 3,1* 21 ± 1,9* 1224 ± 22* 159
AtHPT1-TpHPD-TC (2) 46 401 ± 10* 698 ± 11* 107 ± 2,8* 26 ± 1,2* 1232 ± 17* 160
Auswahl T3-Pflanzen
AtHPT1-TpHPD-TC (1) 610 1010 163 66 1849 240
AtHPT1-TpHPD-TC (2) 670 739 115 47 1570 203
Steigerungen des Gesamt-Tocochromanol-Gehaltes in den Sameno¨len zur Folge wie das
Dreifachgenkonstrukt (Tabelle 3.3). Dies deutet darauf hin, dass die Cyclase nur gerin-
gen Einfluss hat auf den Tocochromanol-Gehalt in den Samen. Der Gehalt wurde maß-
geblich durch die Aktivita¨t der Homogentisat-Prenyltransferase AtHPT1 und der HPD
bestimmt. Mit der gesteigerten Zufuhr von Homogentisat durch die Expression des HPD-
Gens gelang es, die Aktivita¨t der Arabidopsis-Prenyltransferase zu stimulieren. Weitere
Expressionsstudien mit HPD-Einfachgenkonstrukten in B. napus im Rahmen der Ko-
operation mit dem Institut fu¨r Pflanzenbau und und Pflanzenzu¨chtung I der Justus-
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Liebig-Universita¨t Giessen zeigten, dass durch die erho¨hte Homogentisat-Synthese auch
die endogene Homogentisat-Prenyltransferase stimuliert wird [127].
Der Einfluss von AtHPT1 auf die Vitamin-E-Biosynthese geht auch aus entsprechen-
den U¨berexpressionsstudien in Arabidopsis hervor [142, 19], in denen die Autoren von
Erho¨hungen im Gesamt-Tocopherol-Gehalt um das 1,4-1,8fache in Samen im Vergleich zu
Wildtyp-Kontrollen berichteten. Cahoon et al. [15] erreichten durch konstitutive Expres-
sion des Gens fu¨r eine GGPP-spezifische Prenyltransferase aus einer monokotylen Pflanze
in Arabidopsis-Bla¨ttern hohe Tocotrienol-Gehalte und liefern damit den Hinweis, dass
die PrenylPP-Spezifita¨t einer Homogentisat-Prenyltransferase und nicht das Angebot an
PrenylPPs die Vitamin-E-Zusammensetzung in einer Pflanze determiniert. Unterstu¨tzt
wird dies durch eine U¨berexpressionsstudie zu AtHPT1 in Arabidopsis, bei der Stei-
gerungen im Gesamt-Tocochromanol-Gehalt um das 3-4,4fache in Bla¨ttern erzielt wur-
den, die auf eine ho¨here Tocopherol-Synthese zuru¨ckzufu¨hren waren [19]. Dabei blieben
die PQ-9-Gehalte unvera¨ndert. Insgesamt spiegeln die Daten zu den Steigerungen der
Tocopherol-Gehalte durch Expression der cDNA fu¨r AtHPT1 in B. napus und Arabidop-
sis die in Enzymtests ermittelte PhyPP-Spezifita¨t dieser Homogentisat-Prenyltransferase
wider. Interessanterweise zeigten die Versuche von Karunanandaa et al. [75], dass eine
massive Stimulierung der Homogentisatproduktion auf das 60fache des Wildtyp-Gehalts
in Arabidopsis eine Erho¨hung der Tocochromanol-Gehalte zur Folge hatte, die vor allem
auf eine Akkumulation von Tocotrienolen beruhte [75]. Die Autoren schlugen vor, dass es
unter diesen Bedingungen zur A¨nderung der PrenylPP-Spezifita¨t von AtHPT1 zugunsten
von GGPP kommt.
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3.6 Konstitutive Expression der cDNA fu¨r AtHPT2
in Arabidopsis thaliana
Zur Untersuchung der in vivo–Funktion von AtHPT2 wurde die kodierende Sequenz un-
ter Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors des Cauliflower-Mosaik-Virus [76] im Vek-
tor pRE1 in Arabidopsis transformiert. Mit dem Konstrukt sollte eine U¨berexpression
des AtHPT2-Gens in transgenen Pflanzen erzielt werden. Die HPLC-Analyse der aus
Bla¨ttern transgener T1-Populationen gewonnenen Lipidextrakte ergab, dass die PQ-9-
und die Tocopherol–Gehalte einiger Transformanten im Vergleich zu den Kontroll-
Pflanzen leicht erho¨ht waren. Die Ergebnisse wurden durch die Untersuchung der Nach-
kommen ausgewa¨hlter Transformanten besta¨tigt (Abbildung 3.23). Zwei transgene Li-
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Abbildung 3.23: PQ-9- und Gesamt-Tocopherol-Gehalte in Bla¨ttern von Wildtyp-Pflanzen
(WT) und von ausgewa¨hlten transgenen Linien (Linie 1 und Linie 2) mit dem Konstrukt
pRE1-AtHPT2. Die Daten repra¨sentieren die mittleren Prenyllipid-Gehalte und Standardabwei-
chungen fu¨r mindestens 35 T2-Pflanzen einer Linie relativ zum Wildtyp angegeben in
nmol·g−1 Frischgewicht.
nien wiesen in ihren Bla¨ttern bis zu 1,3fach ho¨here Gehalte an PQ-9 und bis zu 1,5fach
ho¨here Gesamt-Tocochromanol-Gehalte als die Wildtyp-Pflanzen auf. Die Steigerung der
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Tocochromanol-Gehalte beruhte dabei auf eine Akkumulation der Tocopherole, vor allem
durch α-Tocopherol. Eine Zunahme an Tocotrienolen wurde nicht festgestellt.
Die vorliegende Arbeit zeigt, dass CrHPT2 und AtHPT2 eine andere Gruppe von
pflanzlichen Homogentisat-Prenyltransferasen repra¨sentieren als die Phytyltransferase
AtHPT1 von Arabidopsis. Dies spiegelt sich in der phylogenetischen Analyse der der-
zeit in o¨ffentlichen Datenbanken verfu¨gbaren Aminosa¨uresequenzen von Homogentisat-
Prenyltransferasen wider (Abbildung 3.24). In In-vitro–Versuchen erwiesen sich beide bak-
teriell synthetisierten Enzyme als spezifisch fu¨r Homogentisat und konnten FPP, GGPP
und SPP als Prenyl-Donatoren nutzen, wa¨hrend sie kaum Aktivita¨t mit PhyPP zeigten.
Die in transgenen Arabidopsis-Bla¨ttern nach U¨berexpression des AtHPT2-Gens gemes-
senen PQ-9-Gehalte stimmen mit der in Enzymtests beobachteten SPP-Spezifita¨t dieser
Prenyltransferase u¨berein. Unerwartet ist hingegen, dass auch die Tocopherol-Gehalte
und nicht etwa die der Tocotrienole vera¨ndert sind. Das Ergebnis wird durch die Stu-
die von Venkatesh et al. [167] besta¨tigt. Demnach enthielten Arabidopsis–Transformanten
nach samenspezifischer U¨berexpression des AtHPT2-Gens in ihren Samen 1,4fach mehr
Tocopherole als die Kontrollpflanzen [167]. Die beschriebene Erho¨hung des Gesamt-
Tocopherol-Gehalts in Samen entspricht in etwa der fu¨r Bla¨tter bei konstitutiver Ex-
pression der AtHPT2-cDNA bestimmten Werte (Abbildung 3.23). Die Daten fu¨r die
Tocopherol-defiziente Arabidopsis-Homogentisat-Phytyltransferase-Mutante vte2 [51] und
die in Enzymtests fu¨r das Enzym AtHPT2 in E. coli–Membranen ermittelten PrenylPP-
Spezifita¨ten sprechen allerdings gegen eine direkte Beteiligung von AtHPT2 an der
Biosynthese von Tocopherolen. Vielmehr deuten die Ergebnisse darauf hin, dass AtH-
PT2 oder dessen Reaktionsprodukt 2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzohydrochinon u¨ber noch
ungekla¨rte Kontrollmechanismen die Bildung von Tocopherolen stimuliert. Eher indi-
rekte als direkte Effekte wurden auch im Hinblick auf den Pha¨notyp der PQ-9- und
Tocopherol-defizienten Arabidopsis-Mutante pds2 postuliert, deren immer noch uncha-
rakterisierte Mutation wie das Gen fu¨r AtHPT2 auf Chromosom 3 lokalisiert ist [111, 18].
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0,1
Synechococcus sp.
Gloeobacterviolaceus
Synechocystis sp. SynHPT*
Crocosphaera watsonii
Trichodesmium erythraeum
Anabaena variabilis
Nostoc punctiforme
Chloroflexus aurantiacus
Chlamydomonas reinhardtii CrHPT2*
Oryza sativa 2
Arabidopsis thaliana AtHPT2*
Glycine max 2
Oryza sativa 3 (HGGT)
Hordeum vulgare HGGT
Triticum aestivum 2 (HGGT)
Allium porrum
Triticum aestivum 1
Zea mays
Oryza sativa 1
A. thaliana AtHPT1*
Cuphea pulcherrima
Vitis vinifera (HGGT)
Glycine max 1
Medicago sativa
Medicago truncatula
Prokaryoten
Gruppe II
Gruppe III
Gruppe I
Abbildung 3.24: Phylogenetische Analyse der Aminosa¨uresequenzen von Homogentisat-
Prenyltransferasen aus Pflanzen (Gruppe I–III) und photosynthetischen Bakterien. (*) SynHPT,
AtHPT1, AtHPT2 und CrHPT2 wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstmals um-
fangreich charakterisiert. Pflanzen besitzen bis zu drei Homogentisat-Prenyltransferasen, die
unterschiedlichen Gruppen zugeho¨ren. Bei der Homogentisat-Prenyltransferase von Horde-
um vulgare (Gruppe III) handelt es sich nachgewiesenermaßen um eine Homogentisat-
Geranygeranyltransferase (HGGT, [15]). Weitere Enzyme aus Oryza sativa (Gruppe III), Tri-
ticum aestivum (Gruppe III) und Vitis vinifera (Gruppe I) sind in Datenbanken als HGGTs
annotiert. Referenznummern: Anabeana variabilis, ABA23079; Allium porrum, DQ231057; Ara-
bidopsis thaliana AtHPT1 (NP 849984) und A. thaliana AtHPT2, heute DQ231060; Chlamy-
domonas reinhardtii, AM285678 (diese Arbeit); Chloroflexus aurantiacus, ZP 00766325; Cu-
phea pulcherrima, DQ231058; Crocosphaera watsonii, ZP 00517091; Glycine max 1, DQ231059;
G. max 2, AAX56086; Gloeobacter violaceus, BAC88224; H. vulgare, AY222860; Medicago sa-
tiva, AAU14795; M. truncatula, ABE86613; Nostoc punctiforme, ZP 00107768; O. sativa 1,
BAD38343; O. sativa 2, AAP43913; O. sativa 3, XP 478828; Synechocystis sp., BAA17774;
T. aestivum 1, DQ231056; T. aestivum 2, AY222861; Trichodesmium erythraeum, ZP 00671596;
V. vinifera, AY826350; Zea mays, DQ231055.
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U¨berexpressionsstudien mit dem AtHPT2-Gen in den Arabidopsis-Mutanten pds2 und
vte2 werden zeigen, ob diese Annahme richtig ist oder ob die PrenylPP-Spezifita¨t von
AtHPT2 unter bestimmten Bedingungen vera¨ndert wird, wie es fu¨r AtHPT1 vorgeschla-
gen wurde [75].
113
3. ERGEBNISSE UND DISKUSSION
114
Anhang A
Abku¨rzungsverzeichnis
A Adenin
A. dest. Aqua destillata
AmpR Ampicillin/Carbenicillin-Resistenzgen
amu Atomic Mass Unit, atomare Masseneinheit
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaare
C Cytosin
◦C Grad Celsius
cDNA komplementa¨re DNA
CDP-ME Diphosphocytidylmethylerythritol
CmR Chloramphenicol-Resistenzgen
Co2+ Kobalt-Ion
CoCl2 Kobaltchlorid
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DEPC Diethylpyrocarbonat
DMAPP Dimethylallylpyrophosphat, 3-Methyl-2-buten-1-ol
DMGGBQ 2,3-Dimethyl-5-geranylgeranyl-1,4-benzo(hydro)chinon
DMPBQ 2,3-Dimethyl-5-phytyl-1,4-benzo(hydro)chinon
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsa¨ure
dNTP Desoxynukleosid-5’-triphosphat
DXP 1-Deoxy-D-xylulose-5-phosphat
EDTA Ethylendiamintetraessigsa¨ure, Dinatriumsalz
EI Elektronenstoßionisation
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay,
Enzym-Immuno-Nachweisverfahren
ER Endoplasmatisches Retikulum
eV Elektronenvolt
FPP Farnesylpyrophosphat
G Guanin
g Gramm
× g Vielfaches der Erdbeschleunigung
G3P Glycerinaldehyd-3-phosphat
GC Gaschromatographie
GC/MS Gaschromatographie/Massenspektrometrie
GFP Green Fluorescent Protein
GGPP Geranylgeranylpyrophosphat
GGPS Geranylgeranylpyrophosphat-Synthasen
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GST Glutathion-S-Transferase
h hour, Stunde
HGGT Homogentisat-Geranygeranyltransferase
HMBPP Hydroxymethylbutenyl-4-diphosphat
HPD 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase
HPLC High Performance Liquid Chromatography,
Hochleistungsflu¨ssigchromatographie
HPP 4-Hydroxyphenylpyruvat
IPP Isopentenylpyrophosphat, 3-Methyl-3-buten-1-ol
IPTG Isopropyl-β-D-thio-galaktopyranosid
IU International Unit
k Kilo
KanR Kanamycin-Resistenzgen
kb Kilobasenpaare
kD Kilodalton
kg Kilogramm
Km Michaelis-Konstante
kPa Kilopascal
kV Kilovolt
l Liter
LB (Medium) Luria-Bertani-Broth, Medium fu¨r die Anzucht von E. coli
LC/MS Liquid Chromatography(Flu¨ssigchromatographie)/Massenspektrometrie
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M Molar
MBq Mega Bequerel
MCS Multiple Cloning Site, Multiple Klonierungsstelle
ME-cPP Methyl-D-erythritol-cyclodiphosphat
MEP 2-C -Methyl-D-erythritol-4-phosphat
MFBQ 2-Methyl-6-farnesyl-1,4-benzo(hydro)chinon
MFBQox 2-Methyl-6-farnesyl-1,4-benzochinon
MFBQred 2-Methyl-6-farnesyl-1,4-benzohydrochinon
mg Milligramm
µg Mikrogramm
Mg2+ Magnesium-Ion
MgCl2 Magnesiumchlorid
MGGBQ 2-Methyl-6-geranylgeranyl-1,4-benzo(hydro)chinon
min Minute
ml Milliliter
µl Mikroliter
mM Millimolar
µM Mikromolar
MMLV Moloney murine leukemia virus
Mn2+ Mangan-Ion
MnCl2 Manganchlorid
MPBQ 2-Methyl-6-phytyl-1,4-benzo(hydro)chinon
MPBQox 2-Methyl-6-phytyl-1,4-benzochinon
MPBQred 2-Methyl-6-phytyl-1,4-benzohydrochinon
mol Mol
mRNA messenger RNA
MSBQ 2-Methyl-6-solanesyl-1,4-benzo(hydro)chinon
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MSTFA N-Methyl-N-trimethylsilyl-trifluoracetamid
MT1 Methyltransferase 1
MT2 Methyltransferase 2
MVA Mevalonat
m/z Masse (m) zu Ladung (z), relative Ionenmasse
ng Nanogramm
nm Nanometer
nmol Nanomol
NPT Neomycin-Phosphotransferase
ODy Optische Dichte bei einer spezifischen Wellenla¨nge y in Nanometer
PCR Polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion
Pefabloc SC 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid, Serin-Protease-Inhibitor
Pfu Plaque forming unit, Plaque-bildende Einheit
PhyPP Phytylpyrophosphat
pmol Picomol
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid, ein Protease-Inhibitor
PQ-9 Plastochinon-9
PrenylPP Prenylpyrophosphat
RNA Ribonucleic acid, Ribonukleinsa¨ure
RNase Ribonuklease
RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
sec Sekunde
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SDS Natriumdodecylsulfat
SDS-PAGE SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
SPP Solanesylpyrophosphat
T Thymin
TEMED N,N,N´,N´-Tetramethyldiamin
Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
Upm Umdrehungen pro Minute
UV Ultraviolettes Licht
v/v Volumen/Volumen
w/v Gewicht/Volumen
Aminosa¨uren
A Alanin
R Arginin
N Asparagin
D Asparaginsa¨ure
C Cystein
Q Glutamin
E Glutaminsa¨ure
G Glycin
H Histidin
I Isoleucin
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L Leucin
K Lysin
M Methionin
F Phenylalanin
P Prolin
S Serin
T Threonin
W Tryptophan
Y Tyrosin
V Valin
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Anhang B
Konstrukte
pQE60-SynHPT
4358bp
BamHI
BamHI
T5
SynHPT
ori
AmpR
pDEST14-SynHPT
5611 bp
NotI
AscI
T7 attB1
SynHPT
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
Abbildung B.1: Konstrukte fu¨r die funktionale Expression von slr1736 mit dem QIAexpress-
(pQE60-SynHPT) und mit dem GatewayTM -System (pDEST14-SynHPT) in E. coli (AmpR,
Ampicillin-Resistenzgen; attB1 und attB2, attachment sites, Rekombinationsstellen, hervorge-
gangen aus der Rekombination von attL1 mit attR1 bzw. attL2 mit attR2; ori, Replikati-
onsursprung; SynHPT, offener Leserahmen slr1736 von Synechocystis sp. PCC6803; T5, T5-
Promotor/lac-Operator-Element; T7, T7-Promotor; T7-Term, Transkriptionsterminierungsregi-
on; rop, interagiert mit ori wa¨hrend der Replikation).
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pKRP10
3761bp
EcoRI
SacI
KpnI
SmaI
BamHI
XbaI
AccI
HindIII
HindIII
AccI
XbaI
BamHI
SmaI
KpnI
SacI
EcoRI
CmR
ori
AmpR
pUC19- ::CmRslr1736
4503 bp
HindIII
HindIII
BamHI
BamHI
slr1736
CmR
slr1736
AmpR
ori
Abbildung B.2: Plasmidkarten fu¨r pKRP10 und pUC19-slr1736 ::CmR. Der Vektor
pKRP10 [128] lieferte die Chloramphenicol-Resistenzgen-Kassette fu¨r die Generierung des Kon-
struktes pUC19-slr1736 ::CmR, in dem der offene Leserahmen slr1736 fu¨r die Prenyltransfera-
se SynHPT durch die Insertion der Kassette unterbrochen war. Das pUC19-Derivat wurde
zur Erzeugung einer Synechocystis-Mutante verwendet (AmpR, Ampicillin-Resistenzgen; CmR,
Chloramphenicol-Resistenzgen; ori, Replikationsursprung in E. coli).
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pDEST15-AtHPT1
6598bp
NotI
AscI
T7
GST
attB1
AtHPT1
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
pDEST14-At HPT1D
5758 bp
NotI
AscI
T7 attB1
At HPT1D
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
pDEST15-At HPT1D
6490 bp
NotI
AscI
T7
GST
attB1
At HPT1D
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
Abbildung B.3: Konstrukte fu¨r Expressionsstudien zu AtHPT1 in E. coli mit dem
GatewayTM -System (Invitrogen). Die Vektoren pDEST14-At∆HPT1 und pDEST15-At∆HPT1
dienten zur Expression des reifen Arabidopsis-Proteins AtHPT1 ohne bzw. mit N-terminaler
GST-Fusion, wa¨hrend pDEST15-AtHPT1 fu¨r die Expression des Pra¨proteins mit N-terminaler
GST-Fusion verwendet wurde (AmpR, Ampicillin-Resistenzgen; AtHPT1, cDNA-Sequenz fu¨r
AtHPT1; At∆HPT1, cDNA-Sequenz fu¨r das reife Protein nach Deletion von 37 Tripletts am
5´-Ende und Anfu¨gen eines Start-ATG; attB1 und attB2, attachment sites, Rekombinationsstel-
len, hervorgegangen aus der Rekombination von attL1 mit attR1 bzw. attL2 mit attR2; GST,
Glutathion-S-Transferase-Gen; ori, Replikationsursprung; rop, interagiert mit ori wa¨hrend der
Replikation; T7, T7-Promotor; T7-Term, Transkriptionsterminierungsregion).
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pDEST15-AtHPT2
6577bp
NotI
AscI
T7
GST attB1
AtHPT2
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
pDEST14-At HPT2D
5641 bps
NotI
AscI
T7 attB1
At HPT2D
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
pDEST15-At HPT2D
6373 bps
NotI
AscI
T7
GST
attB1
At HPT2D
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
Abbildung B.4: Konstrukte fu¨r Expressionsstudien zu AtHPT2 in E. coli mit dem
GatewayTM -System. Die Vektoren pDEST14-At∆HPT2 und pDEST15-At∆HPT2 dienten zur
Expression des reifen Arabidopsis-Proteins AtHPT2 ohne bzw. mit N-terminaler GST-Fusion,
wa¨hrend pDEST15-AtHPT2 fu¨r die Expression des Pra¨proteins mit N-terminaler GST-Fusion
verwendet wurde (AmpR, Ampicillin-Resistenzgen; AtHPT2, cDNA-Sequenz fu¨r AtHPT2;
At∆HPT2, cDNA-Sequenz fu¨r das reife Protein nach Deletion von 69 Tripletts am 5´-Ende und
Anfu¨gen eines Start-ATG; attB1 und attB2, attachment sites, Rekombinationsstellen, hervorge-
gangen aus der Rekombination von attL1 mit attR1 bzw. attL2 mit attR2; GST, Glutathion-
S-Transferase-Gen; ori, Replikationsursprung; rop, interagiert mit ori wa¨hrend der Replikation;
T7, T7-Promotor; T7-Term, Transkriptionsterminierungsregion).
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pDEST15-CrHPT2
6529bp
NotI
AscI
T7
GST
attB1
CrHPT2
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
pDEST14-Cr HPT2D
5644 bp
NotI
AscI
T7
attB1
Cr HPT2D
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
pDEST15-Cr HPT2D
6376 bp
NotI
AscI
T7
GST
attB1
attB2
T7 Term
AmpR
ori
rop
Cr HPT2D
Abbildung B.5: Konstrukte fu¨r Expressionsstudien zu CrHPT2 in E. coli mit dem
GatewayTM -System. Die Vektoren pDEST14-Cr∆HPT2 und pDEST15-Cr∆HPT2 dienten zur
Expression des reifen Chlamydomonas-Proteins CrHPT2 ohne bzw. mit N-terminaler GST-
Fusion, wa¨hrend pDEST15-CrHPT2 fu¨r die Expression des Pra¨proteins mit N-terminaler GST-
Fusion verwendet wurde (AmpR, Ampicillin-Resistenzgen; attB1 und attB2, attachment sites,
Rekombinationsstellen, hervorgegangen aus der Rekombination von attL1 mit attR1 bzw. attL2
mit attR2; CrHPT2, cDNA-Sequenz fu¨r CrHPT2; Cr∆HPT2, cDNA-Sequenz fu¨r das reife Pro-
tein nach Deletion von 52 Tripletts am 5´-Ende und Anfu¨gen eines Start-ATG; GST, Glutathion-
S-Transferase-Gen; ori, Replikationsursprung; rop, interagiert mit ori wa¨hrend der Replikation;
T7, T7-Promotor; T7-Term, Transkriptionsterminierungsregion).
127
B. KONSTRUKTE
pRE1-AtHPT2
11937bp
BamHI
EcoRI
BamHI
EcoRI
35S-35S AMV
AtHPT2
Nos-Term
RB
StrepR-SpecR
LB
35S
KanR
Term
Abbildung B.6: Chima¨res Genkonstrukt fu¨r die U¨berexpression des AtHPT2-Gens in trans-
genen Arabidopsis thaliana–Pflanzen (LB, linker Grenzbereich der T-DNA; RB, rechter Grenz-
bereich der T-DNA; 35S, einfacher 35S-Promotor; KanR, Kanamycin-Resistenzgen (nptII) fu¨r
die Selektion; Term, Terminierungsregion; 35S-35S, doppelter 35S-Promotor des Cauliflower-
Mosaik-Virus fu¨r die konstitutive Expression von AtHPT2; AMV, untranslatierte Leitsequenz
des Alfalfa-Mosaik-Virus RNA4; AtHPT2: cDNA-Sequenz fu¨r AtHPT2; Nos-Term, Nopalin-
Synthase-Terminator; StrepR-SpecR, Streptomycin/Spectinomycin-Resistenzgen).
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